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Das Glykoprotein des Rabies-Virus (RV-G) spielt durch die Beeinflussung der Neu-
roinvasivität und durch die Modulation antiviraler Immunreaktionen eine zentrale
Rolle bei der Rabies-Virus-Erkrankung (Tollwut). Bisher ist noch nicht bekannt,
durch welchen Mechanismus RV-G die Pathogenität des Virus beeinflusst, wenn
dieses das ZNS erreicht hat. Um die Bedeutung der RV-G-Expression im ZNS
zu untersuchen, infizierten wir Mäuse intranasal mit attenuierten Rabies-Viren des
Stammes SPBN sowie mit Viren des Stammes SPBN-DOG4; dieser Stamm unter-
scheidet sich von SPBN insofern, als dass die für RV-G kodierende Gensequenz
gegen die des hoch pathogenen Wildtyp-Stammes DOG4 ersetztworden ist. Bei
intramuskulärer Inokulation von SPBN überlebten alle der infizierten Mäuse, bei
SPBN-DOG4 führte dies zu einer Mortalitätsrate von 30%. Bei intranasaler Inoku-
lation hingegen führte die Infektion zu einer jeweiligen Mortalitätsrate von 100%.
Die mittlere Überlebenszeit war dabei in der SPBN-Gruppe signifikant gegenüber
der SPBN-DOG4-Gruppe erniedrigt, was aufgrund der beschleunigten Krankheits-
progression auf eine erhöhte Pathogenität von SPBN hinweist. Bei den mit SPBN
infizierten Tieren fand sich zudem ein erniedrigter Spiegelvon IL-6, von Virus-
neutralisierenden Antikörpern sowie eine verminderte Glia-Aktivierung. Diese ver-
minderten immunologischen Abwehrreaktionen korrelierten mit einem verminder-
ten Virus-Titer und einer verminderten globalen RV-G- und Ribonukleoprotein-
Expression im gesamten ZNS. Bei der Quantifizierung der Virusmenge in einzelnen
Neuronen konnte jedoch festgestellt werden, dass die zelluläre RV-G-Expression in
der SPBN-Gruppe signifikant erhöht war. Dieser neue Befund zeigt klar, dass die
zellulären Expressionspiegel und weniger die globale Viruslast im Gehirn wesent-
lich zu der Pathogenität des Rabies-Virus beitragen. Aufgrund dieser Daten könnte
die Entwicklung von Behandlungsschemata, die zu einer Blockade der Expression
von RV-G in einzelnen Neuronen führen, ein neues therapeutisches Konzept bei der
Behandlung der Rabies-Virus-Erkankung darstellen.
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1.2 Englische Zusammenfassung
The rabies virus glycoprotein (RV-G) plays a central role inthe pathogenesis of
rabies by determining the neuroinvasiveness and by modulating ntiviral immu-
ne responses. The mechanism by which RV-G determines the patogenicity once
the virus has reached the brain is still unknown. To study therol of RV-G in the
CNS, we infected mice intranasally with the attenuated rabies virus variant SPBN
or with the recombinant RV variant SPBN-DOG4. In SPBN-DOG4, the RV-G ge-
ne sequence of SPBN was replaced by that of the highly pathogenic street virus
strain DOG4. Intramuscular inoculation resulted in 30% mortality in SPBN-DOG4-
infected but not in SPBN-infected mice whereas intranasal inoculation of both RV
variants resulted in 100% mortality. The mean time of survival was significantly
lower in SPBN-infected mice as compared to those infected with SPBN-DOG4.
These findings indicate a higher pathogenicity of the SPBN virus strain. Signifi-
cantly lower virus neutralizing antibody serum titers and IL-6 mRNA levels in the
brain and reduced glial activation paralleled the reduced man time of survival of
SPBN-infected animals. Additionally, a correlation with lower virus titers, reduced
levels of RV-G and ribonucleoprotein expression in whole brain homogenates could
be found. However, on the level of single infected neurons the amount of RV-G
was higher in SPBN-infected mice. These data suggest that higher RV-G expressi-
on levels in individual infected neurons rather than the overall number of infected
neurons defines the pathogenicity of a rabies virus strain. Bylimiting the cellular
RV-G-expression in the brain, new therapeutical concepts in reatment of rabies vi-
rus infection could be developed.
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2 Einleitung
Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde teils am Institut für Anatomie und Zell-
biologie der Philipps-Universität Marburg, teils am Department of Microbiology
and Immunology der Thomas-Jefferson-University Philadelphia, PA, USA, durch-
geführt. In Philadelphia wurde mir ermöglicht, das für die Arbeit mit infektiösen
Viren und infizierten Tieren notwendige Sicherheitslabor der Stufe BSL 3 zu benut-
zen.
Alle Tierexperimente wurden unter einheitlicher Tierpflege und unter Verwen-
dung von Protokollen der American Association for Animal Scien e (AALAS)
durchgeführt. Animal Welfare Assurance Number: A3085-01.
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten wurden zur Publikation einge-
reicht. Sofern nicht anders bezeichnet, handelt es sich beiallen Grafiken um eigene
fotografische Aufnahmen, Darstellungen bzw. Zeichnungen.
Die folgenden Ausführungen bedürfen grundlegenden Definitionen:
• Rabies-Virus Wildtyp-Stamm (Rabies virus street virus srain): Ein Virus-
Stamm, der aus Tieren isoliert wurde, welche auf natürlicheWeise infiziert
wurden (beispielsweise Hunde oder Füchse).
• Pathogener Rabies-Virus-Stamm: Ein Virus-Stamm, der nach peripherer In-
okulation eine Rabies-Virus-Infektion (Tollwuterkrankung) auslöst.
• Attenuierter Rabies-Virus-Stamm: Ein Virus-Stamm mit stark reduzierter Fä-
higkeit, nach peripherer Inokulation eine Tollwuterkranku g im infizierten
Tier auszulösen [158].
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2.1 Das Rabies-Virus (RV)
2.1.1 Taxonomie
Das Rabies-Virus (RV) ist ein streng neurotropes Virus aus der Familie der Rhabdo-
viridae. Diese umfasst die zwei Gattungen der Vesiculoviridae sowie die der Lyssa-
viridae [140]. Als ein bedeutsamer Vertreter der Vesiculoviridae ist das Vesikuläre
Stomatitis-Virus (VSV) zu nennen. Bei dem Rabies-Virus handelt es sich um ein
Einzel(-)-Strang-RNA-Virus (ss(-)RNA) aus der Gattung der Lyssaviridae [87] (s.
Abb. 1). Die Rabies-Viren werden wiederum in zwei Phylogruppen mit insgesamt
11 Genotypen eingeteilt [61, 124]. Genotyp 1 ist für die meisten Infektionen und
Todesfälle bei Menschen und Tieren verantwortlich [124].
Abbildung 1: Die Gattung der Lyssaviridae mit ihren 7 Genotypen. Leicht modifi-
zierte Abbildung aus [87].
2.1.2 Aufbau des Rabies-Virus
Die Hülle des Rabies-Virus wird durch die Membran und das innen anliegende M-
Protein gebildet. Im Inneren befindet sich die virale RNA, dieurch N-Protein in
einer helikalen Struktur gehalten wird (s. Abb. 2).
Rabies-Viren haben ein kleines Negativ-Strang RNA-Genom derGröße von ca.
12kb. Dieses kodiert die fünf Proteine Nukleoprotein (N), Phosphoprotein (P), Ma-
trixprotein (M), Glykoprotein (G bzw. im Folgenden auch mitRV-G bezeichnet)
und das Large-(L)-Protein [27, 87, 171] (für eine schematische Darstellung s. Abb.
2).
4
Das P-Protein ist ein Cofaktor der L-Polymerase und wird für die RNA-Einkap-
selung benötigt [30, 71]. Ein Komplex aus einem L-Protein und drei P-Proteinen
fungiert bei der Virusreplikation als RNA-abhängige RNA-Polymerase, welche die
genomische (-)-RNA in mRNA transkribiert. P- und L-Protein sid gemeinsam mit
dem helikalen Ribonukleoprotein-(RNP)-Komplex assoziiert, welches sich bei allen
Mitgliedern der Familie der Rhabdoviridae wiederfindet [62]. Bei der Abkapselung
der Viren werden diese RNP-Komplexe von einer membranösen Hülle umschlos-
sen, deren Innenseite mit M-Proteinen ausgekleidet ist [113]. Die Ausbildung von
RNP-M-Komplexen ist für ein effektives Abkapseln (Budding) von Virus-Partikeln
essenziell [112,113]. Des weiteren sind in der Virus-Hülletrimere Transmembran-
Proteine verankert, die mit dem RV Glykoprotein (RV-G) assoziiert sind. Dieses
nach außen hin präsentierte RV-G fungiert durch die Interakion mit Zellrezeptoren
und die Förderung der Virus- und Zellmembranfusion als ein wesentlicher Faktor
für die Virus-Aufnahme in Neurone [39, 50, 103]. Zudem bestimmt der Phänotyp
des RV-G maßgeblich die Neuroinvasivität des RV, also dessen Fähigkeit, von einer
peripheren Inokulationsstelle (z.B. dem Skelettmuskel) indas Zentrale Nervensys-
tem (ZNS) zu migrieren [12,40,50,108,120,163]. Schon geringfügige Veränderun-
gen der Aminosäuresequenz des RV-G können zu ausgeprägten Verä derungen der
Pathogenität des RV führen; so kann aus einem pathogenen einnicht-pathogener
Phänotyp entstehen und umgekehrt. Es führt z.B. eine Mutation n Position 333
des Virus-Genoms (Mutation von Arginin zu Glutamat) zu einer V ränderung der
antigenetischen Stelle 3 des RV-G. In der Folge verlieren dimutierten Viren ihre
Fähigkeit, bei peripherer Infektion eine tödlich verlaufend RV-Erkrankung in adul-
ten immunkompetenten Mäusen hervorzurufen. Wahrscheinlich ist die Ausbreitung
der Viren von der peripheren Inokulationsstelle ins ZNS beeinträchtigt, so dass ei-
ne Infektion des ZNS ausbleibt [40, 108, 111]. Variationen an anderen Stellen der
Aminosäuresequenz der antigenetischen Stelle 3 des Glykoproteins im Bereich der
Positionen 164 bis 303 scheinen ebenfalls großen Einfluss auf die Pathogenität aus-
zuüben [77].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Rabies-Virus. Orientiert
an einer Abbildung in [22].
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Für die am Department of Microbiology and Immunology in Philadelphia durch-
geführten Versuche verwendeten wir die Virus-Stämme SPBN sowie SPBN-DOG4.
Genetisch unterscheiden sich diese Stämme in der Sequenz des Glykoproteins (s.
Abb. 3). SPBN-DOG4 verfügt über die Glykoprotein-Gensequenz des hochpatho-
genen Wildtyp-RV-Stammes DOG4.
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Genoms des Rabies-Virus. Orientie t
an einer Abbildung in [87], S. 1224.
2.1.3 Übertragungswege
RNA-Viren, zu denen auch das RV als Erreger der Tollwut zählt,stellen das welt-
weit am stärksten verbreitete ZNS-Infektionen induzierende Pathogen dar; dazu
zählen neben dem Rabies Virus das West-Nil-Virus, das Polio-Virus und das Ja-
panische Enzephalitis-Virus [109].
Die Verbreitung der Tollwut konnte durch groß angelegte Impfkampagnen für
Haus- und Wildtiere sowie die Vakzinierung von Menschen miterhöhtem Infekti-
onsrisiko (Veterinärmediziner, Forstarbeiter etc.) in der w stlichen Welt weitgehend
eingedämmt werden. Dennoch versterben immer noch schätzungsweise 55 000 Men-
schen jährlich infolge der Erkrankung [188]. Am dramatischsten ist die Situation in
Entwicklungs- und Schwellenländern. Allein Indien zählt jährlich 30 000 mensch-
liche Todesopfer. Dort gibt es zudem für Erkrankung und Tod durch RV-Infektion
keine Meldepflicht, weshalb die Dunkelziffer auf ein Vielfaches der offiziellen Zah-
len geschätzt wird [19].
Meist wird das RV durch den Biss eines infizierten Tieres auf den Menschen
übertragen. Die im Speichel befindlichen Viren dringen in Nervenendigungen im
Bereich der Bisswunde ein. Mittels retrogradem axonalem Transport gelangen die
Viren ins ZNS, wo sie sich replizieren. Es wird angenommen, dass sie von dort
orthograd in die Speicheldrüsen weiter transportiert werden und somit wieder im
Speichel des infizierten Tieres bzw. Menschen nachgewiesenund weiter übertragen
werden können [36]. Generell ist der Speichel RV-infizierter Ti re und Menschen
infektiös, auch durch Schleimhautkontakt mit diesem ist eine Übertragung der In-
fektion möglich [189].
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In einigen Asiatischen Ländern wie Vietnam, Südkorea, Thailand oder Indien
ist es üblich, Hundefleisch zu essen [13]. Zwischen 2005 und 2007 häuften sich
humane Tollwuterkrankungen in den Chinesischen Provinzen Guizhou, Guangxi
und Hunan. Durch Gensequenzierungen konnte gezeigt werden, dass dieselben RV-
Stämme bei Hunden vorkamen, die zum Verzehr in Restaurants bes immt waren.
Insofern kann davon ausgegangen werden, dass auch der Verzehr infizierter Tiere
einen Übertragungsweg der Tollwuterkrankung darstellt [167].
In den letzten Jahren wurde zudem mehrfach berichtet, dass Patienten Symptome
der Tollwut entwickelten und verstarben, nachdem ihnen Organe transplantiert wor-
den waren [91,191]. Dies konnte geschehen, weil die Symptome der Spender vor ih-
rem Tod missinterpretiert wurden und Spenderorgane nicht routinemäßig auf Rabies
getestet werden – dies liegt zum einen in der Seltenheit des Auftretens der Erkran-
kung in Westeuropa begründet. Zum anderen ist die bisher verfügbare Diagnostik zu
langwierig, um den engen Zeitraum zwischen Organentnahme und Transplantation
einzuhalten [191].
Zu erwähnen ist in diesem Zusammenhang die relativ seltene kryptische Toll-
wuterkrankung (cryptic rabies). Der Name leitet sich daher, dass bei Menschen
eine Rabies-Virus-Infektion nachgewiesen wurde, ohne dassein in damit in Zu-
sammenhang stehendes Bissereignis eruierbar war [180]. Allerdings kann die be-
reits erwähnte mitunter sehr lange Inkubationszeit ein solches verschleiern – post-
mortale Analysen des Virus-Genoms ließen darauf schießen,dass es sich um bei
Fledermäusen verbreitete Stämme handelte [115]. Es ist daher anzunehmen, dass
entweder ein Fledermausbiss nicht bemerkt wurde oder eine aerosolische Über-
tragung von Exkrement-Partikeln stattfand [57]. Generellg winnen Fledermäuse,
hauptsächlich in den USA, als Vektoren an Bedeutung – dort sind d es v.a. die
Silberhaar-Fledermäuse (Lasionycteris noctivagans) sowie eine Unterart der Zweg-
fledermäuse, Pipistrellus subflavus [115]. Die Kryptische Tollwuterkrankung ist
aufgrund der ausbleibenden Postexpositionsprophylaxe die am häufigsten tödlich
verlaufende Tollwuterkrankung in den USA [115].
2.1.4 Krankheitsverlauf
Die Inkubationszeit einer RV-Infektion beträgt durchschnittlich zwischen ein und
zwei Monaten. Sie ist jedoch sehr variabel und umfasst eine Spannweite von we-
niger als einer Woche bis zu mehr als sechs Jahren [64]. Die Erkrankung verläuft
beim Menschen in drei Stadien: ImProdromalstadiumbestehen uncharakteristische
Beschwerden wie Kopfschmerzen, Appetitlosigkeit und Fieber sowie Schmerzen an
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der Bissstelle. Es folgt dieakute neurologische Phase, die nachfolgend genauer be-
schrieben wird. Das Endstadium stellt dasKomadar; der Tod tritt unter den Zeichen
einer Atemlähmung ein [152]. Nach dem Einsetzen erster Sympto e überleben die
Infizierten nur selten länger als 7 Tage [179].
Die akute neurologische Phase der RV-Erkrankung kann bei Menschen drei ver-
schiedene Formen annehmen: Die klassische enzephalitische (bzw. furiose) Form,
die paralytische (bzw. stumme) Form sowie die nicht-klassische (bzw. atypische)
Form [64]. Alle diese Verlaufsformen enden mit dem Tode [64].
Bei der am häufigsten zu beobachtenden klassischen Form überwieg n Angst und
Erregungszustände. Spasmen der Atemmuskulatur, des Larynx und des Pharynx
führen zu einer Unfähigkeit, Flüssigkeiten zu schlucken. Durch Konditionierung
kann bereits der Anblick von Wasser diese Spasmen auslösen,was in der Litera-
tur oft als Hydrophobie beschrieben wird. Weitere Zeichen sind Hypersalivation
(mit Schaumbildung), Tachykardie und Hyperreflexie. Ebenso werden regelmäßig
Episoden von Wahnvorstellungen und Halluzinationen beschrieben. Im Endstadi-
um kommt es zu Paralysen und zum Koma. Differentialdiagnosesind hysteri-
sche Pseudohydrophobie, Tetanus, andere Enzephalitiden,Delirium tremens und
verschieden Intoxikationen [179].
Die paralytische Form zeichnet sich durch schlaffe aufsteigende Paralysen und
sensorische Ausfälle aus. Der Tod durch respiratorische Insuffizienz und Bulbär-
paralyse tritt später ein als bei der klassischen Form. Differentialdiagnosen dieser
Erkrankungsform sind postvakzinale Enzephalomyelitis, Polyomyelitis [179] und
andere aufsteigende Paralysen wie das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) [181].
Die atypische Form der RV-Erkrankung wird in der Mehrzahl der Fälle durch Fle-
dermausbisse übertragen. Bei diesem Krankheitsverlauf kommt es zu motorischen
und / oder sensiblen Ausfällen, gyriformen Bewegungsstörungen und zu Myokloni-
en. Zu den neuropathischen Schmerzen, die auch bei den anderen beiden Verlaufs-
formen auftreten, kommen radikuläre Schmerzen während desProdromalstadiums.
Zudem kann es zum Auftreten von phobischen Spasmen der Larynx- und Pharynx-
muskulatur sowie zu Halluzinationen kommen [64].
2.1.5 Diagnose
Der erste diagnostische Schritt bei Verdacht auf eine RV-Exposition ist die Ana-
mneseerhebung [152]. Im Falle der Kryptischen Form der Tollwuterkrankung ist
ein Expositionsereignis in der Regel jedoch nicht eruierbar. D nach müssen die be-
reits aufgeführten Differentialdiagnosen abgeklärt werden.
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Abbildung 4: Ein Negrikörper-
chen (Pfeil) im Zytoplasma eines
Neurons. Typische Histomor-
phologische Veränderung bei
RV-Infektion. Maus, infiziert mit
SPBN.
Der Fluoreszenz-Antikörpertest [17] gilt als Goldstandard zur Diagnostikintra
vitam [188]. Es lässt sich auch Rabies-Virus-spezifische RNA in Körperflüssigkei-
ten wie Speichel und Liquor cerebrospinalis nachweisen [64], weitere mögliche
Gewebeproben sind Nackenhautbiopsien und Epithelzellen der Cornea [152]. Al-
lerdings führen alleintra vitameingesetzten Verfahren oft zu falsch-negativen Re-
sultaten und stellen folglich keine Ausschlusskriterien dar [152].
Der Einsatz der Magnetresonanztomographie (MRT) könnte zur Abgrenzung von
möglichen Differentialdiagnosen, insbesondere anderer entzündlicher Hirnerkran-
kungen, hilfreich sein [146].
Die Bestätigung der klinischen Verdachtsdiagnose gelingt scher erstpost mortem
durch Untersuchung von Hirngewebe [152]. Das Vorhandensein von Negrikörper-
chen (intrazelluläre Okklusionen, s. Abb. 4) ist ein pathognomonisches Merkmal
der RV-Infektion [4,84]. Allerdings ist diese histomorphologische Veränderung oft
nicht sicher auszumachen [25]. Sicherer ist dagegen die Durchführung eines Im-
munfluoreszenztestes (Fluorescent Antibody Test, FAT) [25, 152]. Dabei werden
spezifische Antigene mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.
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2.1.6 Therapie
Einen wirksamen Schutz gegen die Infektion mit dem RV und derAusbildung
des Krankheitsbildes der Tollwut bietet bisher nur die Impfung mit inaktivierten
Rabies-Viren. Wenn eine Infektion wahrscheinlich ist, z.B. nach einem Tierbiss,
so wird eine Postexpositionsprophylaxe durchgeführt, diein der Regel hocheffek-
tiv ist. Dazu wird die Eintrittsstelle gründlich gereinigt, die betroffene Person mit
einer Zellkultur-Vakzine aktiv immunisiert sowie HumanesRabies Immunglobulin
(HRIG) als passive Immunisierung verabreicht [82]. Eine detaillierte Ausführung
findet sich in Abschnitt 7.
Eine effektive Therapie, die bei bereits bestehenden klinischen Zeichen der zen-
tralnervösen Schädigung angewendet werden könnte, existiert bisher noch nicht
[80]. Wenn das RV das ZNS bereits erreicht hat und sich die Erkrankung klinisch
manifestiert, folgt die Therapie meist einem palliativen Asatz, um dem Patienten
sowie dessen Angehörige nicht unnötig zu belasten. Von der Gabe von Rabies Im-
munglobulin (RIG) wird in diesem Krankheitsstadium abgeratn, da dies zum einen
ineffektiv ist und zum anderen im Tiermodell zu einer Progression des Krankheits-
verlaufs führte. In der Literatur ist dieser Effekt als „early death phenomenon“ be-
schrieben [185].
Ein neues Therapieschema steht seit dem ersten dokumentiert Fall der Gene-
sung einer Patientin mit manifester RV-Infektion zur Verfügung. Sie erhielt we-
der eine Pre- noch eine Postexpositionsprophylaxe [23]. Gemäß der Erstanwen-
dung ging dieses Therapieschema als „Milwaukee Protokoll“(MP) in die Literatur
ein [185].
Im Oktober 2004 wurde bei einem zuvor gesunden 15-jährigen Mädchen in Fond
du Lac County, Wisconsin, USA, die Diagnose der RV-Infektiongestellt. Sie hat-
te bereits klinische Zeichen der Tollwut-Erkrankung; ferner berichtete sie, dass sie
einen Monat zuvor von einer Fledermaus gebissen worden war.Aufgrund der pro-
gredienten Symptomatik wurden neuroprotektive Maßnahmeneingeleitet, u.a. die
Induktion eines Komas mittels Ketamin und Midazolam. Zudemwurde das Viro-
statikum Ribavirin (ein Nukleosid-Analogon) verabreicht.Das Koma wurde über
7 Tage aufrecht erhalten. Während dieser Zeit konnte ein Anstieg körpereigener
Rabies-spezifischer Antikörper im Liquor gemessen werden. Als Langzeitschäden
blieben lediglich eine Ataxie sowie eine Dysarthrie bestehen [183].
Weiterhin bleibt ungeklärt, was der entscheidende Faktor war, der zur Bildung
von VNA und dem Überleben der Infektion führte. Auch, ob ein durch Ketamin
und Midazolam induziertes Koma im Sinne der Neuroprotektion sinnvoll ist, wurde
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bisher nicht geklärt [79]. Möglicherweise können dadurch zerebraler Gefäßspasmen
verhindert werden [184]. Versuche, das Virus aus Speichelproben zu isolieren, wa-
ren erfolglos; es ist daher prinzipiell möglich, dass eine If ktion mit attenuierten
Viren vorlag [183].
Das MP wurde seit der Erstbeschreibung mehrfach an RV-infizierten Menschen
angewendet, insgesamt jedoch nur mit mäßigem Erfolg. Eine dem MP entsprechen-
de Behandlung wurde bei einem RV-infizierten 33-jährigen Mann m Chulalong-
korn Universitätsklinikum Bangkok, Thailand, begonnen. Dieser Patient entwickel-
te jedoch keine RV-spezifischen Antikörper und verstarb am achten Tag p.i. in der
Klinik [65]. Im Jahre 2008 wurde in Floresta Pernambuco, Brasilien, wiederum
der Fall eines 15-jährigen Jungen dokumentiert, der eine manifeste Rabies-Virus-
Infektion durch Anwendung des MP überlebte [141]. Insgesamt liegt die Überle-
bensrate durch Anwendung des MP bei manifester Infektion nach einer ersten Aus-
wertung von 24 Anwendungen bei etwa 9% [185].
Die weitere Aufklärung des Wirkungsmechanismus dieses bisher einzigen kura-
tiven Therapieansatzes und der erkrankungsspezifischen Pathomechanismen könnte
dazu führen, dass in Zukunft wirkungsvollere Therapieoptionen zur Behandlung der
klinisch manifesten RV-Infektion zur Verfügung stehen.
2.2 Immunreaktionen bei Rabies-Virus-Infektion
Das RV-G ist zum einen für das Ausbreitungsverhalten der Viren im ZNS von ent-
scheidender Bedeutung, zum anderen spielt es eine zentrale Rolle für die Detektion
und Eliminierung des RV durch das Immunsystem des Wirts. DasRV-G als Ober-
flächenantigen von Virus-Partikeln ist der wesentliche Faktor, der die Produktion
Virus-neutralisierender Antikörper (VNA) induziert. Dies stellen den wesentlichen
Abwehrmechanismus des Wirts gegen eine RV-Infektion dar [29, 38, 54]. Zusätzli-
che Immunreaktionen des Wirts wie antivirale Zytokine [70], das ZNS infiltrieren-
de T-Zellen sowie eine lokale Immunantwort durch Astroglia- und Mikrogliazel-
len [47] können ebenfalls zu einer effektiven antiviralen Immunantwort führen.
2.2.1 Untersuchung zentraler Immunreaktionen mittels einer experimentell
induzierten RV-Infektion
Das Rabies-Virus (RV) ist ein streng neurotropes Virus, das hauptsächlich Neuro-
ne befällt [70, 135]. Allerdings konnteni vitro auch Mikro- und Astrogliazellen
mit RV infiziert werden [148]. Die am besten untersuchten Viren, die primär Neu-
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rone befallen, sind neben dem RV von Moskitos übertragene Alphaviren, wie das
Sindbis-Virus, das Venezuelan Equine Encephalitis Virus (VEEV) und das Semliki-
Forest-Virus. Alle diese Viren können bei Mäusen eine akuteEnzephalomyelitis
hervorrufen [59]. Im Gegensatz zum RV führt eine Infektion mit dem ebenfalls
streng neurotropen Borna-Virus (Borna Disease Virus, BDV) zu einer massiven Ak-
tivierung des Immunsystems, einhergehend mit einer starken Leukozyten-Infiltra-
tion ins ZNS [56].
Infolge der RV-Infektion kommt es nicht zwangsläufig wie etwa bei einer Me-
ningokokkenmeningitis zur Zelldestruktion bzw. Apoptose[190]. Morimoto et al.
konnten zeigen, dass die Pathogenität verschiedener RV-Stämme invers mit der
Apoptoserate von Neuronen korreliert [120]. Wie kaum ein anderer Erreger be-
sitzt das RV eine immunmodulatorische Komponente: Proinflamm torische Pro-
zesse werden möglicherweise gezielt herunterreguliert bzw. gehemmt. Eine Schlüs-
selrolle spielt dabei IL-10 [114].
Das RV bietet also gute Voraussetzungen, das immunogene bzw. immunmodu-
latorische Potenzial neurotroper Viren zu untersuchen. Durch rekombinante Virus-
Versuchsmodelle konnte gezeigt werden, dass die Stärke derantiviralen Immun-
antwort die Pathogenität des Virus beeinflusst. So wurden beispielsweise rekombi-
nante RV-Stämme generiert, in deren Genom das für das proinflammatorische TNF
oder für das pro-apoptotische Cytochrom C kodierende Gen einkloniert wurde. Da-
durch konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte Immunantwort (inklusive T-Zell-
Infiltration und Mikroglia-Aktivierung) zu einer vermindert n Virus-Ausbreitung
und zu verminderter Pathogenität der Viren und Mortalität der infizierten Tiere führ-
te, obwohl die Viren das ZNS bereits erreicht hatten [47, 143]. In diesem Zusam-
menhang konnte auch gezeigt werden, dass die Pathogenität des RV, neben anderen
Faktoren, hauptsächlich von der Expression des RV-G abhängt [49]. Insofern kann
eine Herunterregulierung der RV-G-Expressionsrate als eine virale Strategie angese-
hen werden, die Immunabwehr des Wirts zu umgehen; folglich ist die Pathogenität
dieses Virus-Stammes gesteigert.
Im Rahmen dieser Arbeit soll analysiert werden, inwiefern eine spezifische Va-
riation des RV-G einen Einfluss auf die virale Replikationsrate, uf Expressionsra-
ten immunogener Virus-Partikel, auf die virale Ausbreitung im ZNS oder auf lo-
kale Immunreaktionen hat. Dazu verglichen wir eine experimntell induzierte In-
fektion mit dem RV-Stamm SPBN mit der eines Stammes, bei dem dikomplette
Glykoprotein-Gensequenz im Virus-Genom von SPBN durch die des hoch pathoge-
nen Wildtyp-Stammes DOG4 ersetzt worden war [35], was im RV-Stamm SPBN-
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DOG4 resultierte. Da sich die beiden Virus-Stämme SPBN und SPBN-DOG4 in
ihrer Pathogenität und ihrer Neuroinvasivität bei peripherer intramuskulärer (i.m.)
Infektion unterscheiden, benutzten wir die nicht-invasive intranasale (i.n.) Infekti-
onsroute, welche es den Viren beider Stämme gleichermaßen ermöglichte, das ZNS
direkt zu infiltrieren [95]. Durch die Nähe der Inokulationsstelle zum Gehirn hat
diese Infektionsroute den Vorteil, dass keine lokalen Immunreaktionen oder das
Hindernis der ersten Synapse die virale Invasion des Gehirns behindern.
2.2.2 Rabies-Virus-Antikörper
Dass eine Korrelation zwischen der Produktion spezifischerVirus-neutralisierender
Antikörper (VNA) und der Abwehr einer RV-Infektion besteht, konnten Schuma-
cher et al. bereits 1989 belegen [160]. Am wichtigsten scheinen dabei IgG-Antikör-
per zu sein, die gegen das RV-G gerichtet sind. Rabies-VNA wirken auf zweierlei
Weise: Zum einen können sie den viralen Befall von Neuronen hemm n [37], zum
anderen sind sie auch wirksam, wenn das Virus bereits eine Zelle befallen hat. Hier-
bei gibt es wiederum zwei verschiedene Mechanismen, die zurEliminierung des
Virus führen:
1. Zytolytische Mechanismen:Die klassischen viralen Clearance-Prozesse wie
Komplement-vermittelte Zell-Lyse und Antikörper-(AK)-abhängige Zytoto-
xizität führen zur Destruktion der befallenen Zelle [69].
2. Nicht-Zytolytische Mechanismen:
• Hemmung der Transkription viraler RNA [34]
• Hemmung der Virus-Ausbreitung von Zelle zu Zelle
• Induktion des antiviral wirksamen TNF-α in infizierten Zellen
Bleibt die VNA-Produktion aus, so sterben Mäuse im Tierversuch auch infolge einer
Infektion mit einem stark attenuierten Virus-Stamm [70]. Andererseits kann auch
die passive Immunisierung mit RV-spezifischen VNA protektiv w rken [33]
Entgegen der bisherigen Darstellung der Rolle der VNA bezüglich des Aus-
gangs einer RV-Infektion belegen neuere Publikationen dieWichtigkeit des Adap-
torproteins MyD88, welches im Toll-Like-Receptor-(TLR)-Signalweg eine Schlüs-
selstellung einnimmt. Beschrieben ist dies u.a. bei einer Inf ktion mit Vesikulären
Stomatitis-Viren (VSV), die dem Rabies-Virus genetisch sehr ähnlich sind. MyD88-
k.o.-Mäuse starben infolge einer VSV-Infektion, obwohl der Signalweg zur Bildung
von Antikörpern nicht beeinträchtigt war [100].
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2.2.3 Mikroglia
Bei Mikroglia handelt es sich um residente Makrophagen des ZNS [32]. Sie ex-
primieren MHC-I- und MHC-II-Moleküle, können also als Antigen-präsentierende
Zellen fungieren. Zudem spielen sie eine wichtige Rolle bei loka en Immunreaktio-
nen und sie können diverse neurotoxische Stoffe produzieren [59].
Bei einer experimentell in Mäusen ausgelösten Theiler’s Virus-Infektion kommt
es zu einer Myelin-spezifischen autoreaktiven AktivierungCD4-positiver Th1-Lym-
phozyten. Diese aktivieren Mikrogliazellen und infolge der Infektion in das ZNS
infiltrierende Makrophagen. Beide Zellarten, Mikroglia undi filtrierende Makro-
phagen, produzieren daraufhin das gleiche Muster an Effektor-Molekülen, nämlich
IL-1, IL-6, IL-12 p40, TNF-α und iNOS (induzierbare NO-Synthase). Es konnte
gezeigt werden, dass Mikrogliazellen in gleicher Weise wieMakrophagen aktiviert
werden und wie diese im Falle der Aktivierung infolge einer Vi us-Infektion als
Antigen-präsentierende Zellen fungieren [106].
Nach dem Priming durch Interferon-γ (IFN-γ), Lipopolysaccharid (LPS) oder De-
myelinisierung erhöhen Mikrogliazellen die MHC-II-Expression sowie die Expres-
sion von Adhäsions- und kostimulatorischen Molekülen, sieprozessieren Antigen
und stimulieren T-Lymphozyten [7,55,182]. Die durch IFN-γ stimulierten Mikrog-
liazellen können auch naive T-Lymphozyten aktivieren, jedoch weniger effizient als
dendritische Zellen [6].
Mikrogliazellen sekretieren mehrere zytotoxische Substanzen wie z.B. freie Sau-
erstoffradikale, Stickstoffmonoxid und Proteasen. Dennoch wirkt sich die Aktivie-
rung von Mikrogliazellen offensichtlich prinzipiell neuroprotektiv aus [99,166].
2.2.4 Astroglia
Astrozyten bilden die Mehrheit der Gliazellen im zentralenNervensystem von Säu-
getieren und stellen wichtige Stoffwechselfaktoren für Neurone bereit [136, 174].
Sie modulieren deren Ansprechbarkeit auf Neurotransmitter und sie beeinflussen
die neuronale Erregbarkeit [139,173]. Neurone in Kultur entwickeln nicht voll funk-
tionsfähige Synapsen in der Abwesenheit von Gliazellen [137]. Astrozyten bilden
im ZNS ein Synzytium – die Zellen sind durch Gap Junctions verbunden und elek-
trisch gekoppelt [151].
Morphologisch werden zwei Astrozyten-Populationen voneinander unterschie-
den: Typ-1 (polygonale) und Typ-2 (ausläufertragende) Astrozyten [43]. Ein gut
untersuchter und gegen beide Zelltypen spezifischer Antikörper ist GFAP (glial fi-
15
brillary acidic protein) [15,45].
Astrozyten sind immunkompetente Zellen, die bei inflammatorischen Prozessen
des ZNS durch Antigen-Präsentation und die Sekretion immunmodulatorischer Zy-
tokine eine wichtige Rolle spielen [42]. Sie sind bei unterschiedlichen lokalen Ent-
zündungsreaktionen beteiligt; sie proliferieren infolgevon viraler Infektion, De-
myelinisierung sowie Trauma [117,122,128,149]. Bei Demyelinisierung infolge ei-
ner viralen Infektion synthetisieren Astrozyten Wachstumsfaktoren, die zur Myelin-
Reparatur beitragen [116,149].
Astrozyten scheinen für die Mikroglia-Aktivierung eine Schlüsselrolle zu spie-
len. Dies ergibt sich aus Untersuchungen mit Infektionen durch das Borna-Virus
(BDV) [129]. Weder das Virus allein noch infizierte Neurone könnenin vitro Mi-
krogliazellen in Abwesenheit von Astrogliazellen aktivieren [130].
Zudem bilden Astrozyten durch die Umscheidung von Blutgefäßn im ZNS durch
ihre Endfüße einen Teil der Blut-Hirnschranke und sie stellen einen entscheidenden
Faktor für deren Durchgängigkeit dar [2,58]. Die intakte Blut-Hirnschranke verhin-
dert den Eintritt von im Blut zirkulierenden Proteinen und Zellen ins ZNS [59].
2.2.5 T-Lymphozyten
Die T-Zellen werden in die drei Gruppen der CD4-positiven (CD4+) T-Helfer-(Th)-
Lymphozyten, die CD8-positiven (CD8+) zytotoxischen T-Lymphozyten sowie die
regulatorischen T-Lymphozyten (Treg) unterteilt. Die CD4+ Th-Lymphozyten wer-
den weiter in Th0-, Th1- und Th2-Lymphozyten eingeteilt, wobei Th0-Lymphozy-
ten wahrscheinlich Vorläuferzellen von Th1- und Th2-Lymphozyten sind [43]. Da-
neben existieren weitere Subtypen von CD4+ T-Lymphozyten.
Th1-Lymphozyten sekretieren v.a. IL-2, IFN-γ und TNF-β. Sie sind in die Be-
seitigung neurotroper Viren, in Virus-induzierte ZNS-Inflammation und Gewebe-
destruktion involviert [123]; ihnen kommt eine proinflammatorische Rolle zu. Im
Gegensatz dazu sind die Zytokine, die von Th2-Lymphozyten produziert werden
(IL-4, IL-10 und IL-13) antiinflammatorisch wirksam; sie inhibieren damit ZNS-
Inflammation und möglicherweise die zytotoxischen Effekteaktivierter Th1-Lym-
phozyten [123]. Es wird angenommen, dass das Gleichgewichtzwischen Th1- und
Th2-Lymphozyten-Reaktion den Ausgang einer ZNS-Inflammation entscheidet [5].
Die Aktivierung von T-Lymphozyten im ZNS erfolgt durch die Antigen-Präsenta-
tion von den im ZNS ansässigen Antigen präsentierenden Zellen (APC); dabei han-
delt es sich um Gliazellen, namentlich Mikroglia, Astroglia und Dendritische Zel-
len. Durch IFN-γ stimulierte Mikroglia-Zellen können sehr viel effektiverdie Th1-
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und Th2-Lymphozytenproliferation und deren Zytokin-Sekretion in Gang setzen
als Astrozyten [6, 7]. V.a. IL-12 scheint als Verstärker einer zielgerichteten Th1-
Aktivierung entscheidend zu sein [5].
Bei der Antigen-spezifischen Interaktion zwischen APC und T-Lymphozyten re-
gulieren sich beide Zelltypen gegenseitig [5]. IFN-γ ist essenziell für die Reifung
ruhender Mikrogliazellen in APC sowie deren TNF-α-Expression [8]. TNF-α spielt
eine Schlüsselrolle in der ZNS-Inflammation durch die Induktion der Expression
von Adhäsionsmolekülen und von Chemokinen im ZNS und in Gefäß-Endothelzel-
len.
Der Übertritt im Blut zirkulierender Leukozyten ins ZNS wirdin der Regel durch
die Blut-Hirnschranke, genauer gesagt durch die Tight Junctio s des zerebellaren
Kapillarendothels verhindert [21,76]. Dennoch haben mehrere Studien gezeigt, dass
aktivierte T-Lymphozyten routinemäßig im Sinne einer immunologischen Überwa-
chungsfunktion die Blut-Hirnschranke überwinden [67,76].Ins ZNS übergetretene
aktivierte T-Lymphozyten verweilen dort nicht ohne die Anwesenheit von Antigen
– entweder verlassen sie das ZNS wieder oder sterbenin situ [59]. Im Gegensatz
dazu verbleiben T-Lymphozyten im ZNS, wenn ihnen Antigen mittels passenden
MHC-Molekülen präsentiert wird [76].
2.2.6 Zytokine
Durch Abb. 5 soll zunächst einen Überblick über die Wirkungen d r von uns ge-
messenen Zytokine geben werden. Im Anschluss werden die Zytokine dann dann
genauer dargestellt.
Interferon- β (IFN-β). IFN-β wird von Neuronen und Gliazellen gleichermaßen
produziert und ist das wichtigste Typ-1 Interferon des ZNS.In vitro wird IFN-β zur
effektiven Induktion von IFN-α benötigt [46,154]. Dennoch scheint die Produktion
von IFN-β im ZNS trotz der Neurotoxizität von IFN-α neuroprotektiv zu sein [3,
110]. Die Ursache dafür mag in der zusätzlichen Induktion des n uroprotektiven
IL-10 durch dendritische Zellen begründet liegen [74].
Experimentell konnte gezeigt werden, dass IFN-β das Zytokin-Expressionsmus-
ter peripherer mononukleärer Zellen, d.h. von Th0-, Th1- und Th2-Zellklonen fol-
gendermaßen verändert: Hochregulation von IL-4 und IL-10 sowie Herunterregula-
tion von IL-5, IL-12, IL-13 und IFN-γ [132].
Neben der Wirkung auf T-Zellen hat IFN-β auch eine Wirkung auf Gliazellen:
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Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung der Reaktionswege, die infolge von
Antigen-Präsentation zur Aktivierung bzw. Hemmung von T-Lymphozyten führen.
bei den Antigen-präsentierenden Zellen (APC) handelt es sich um Mikroglia, Astro-
glia bzw. Dendritische Zellen. Orientiert an [101].
Werden solche mit IFN-β behandelt und dann in Ko-Kultur mit T-Zellen gebracht,
so wird die Funktion der T-Zellen insofern gehemmt, als dassderen Syntheserate
von IFN-β, TNF-α und Stickstoffmonoxid (NO) vermindert ist. Teige et al., wel-
che diese Effekte beschrieben, vermuteten als Ursache einedurch IFN-β gehemmte
Antigen-Präsentationsfähigkeit ZNS-spezifischer APC [169].
Geschädigte bzw. viral befallene Neurone senden Botenstoffe an Astrozyten und
Mikroglia [125]. Zu diesen Botenstoffen zählen neben IFN-β die Zytokine IFN-
γ und IL-6, die Chemokine Fraktalkin (CX3CL1) sowie das secondary lymphoid
tissue chemokine (SLC, CCL21) [24,63,126,147].
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Interferon- γ (IFN-γ). IFN-γ ist ein dimeres Glykoprotein, welches vor allem von
aktivierten T-Lymphozyten und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), in geringe-
rem Maße aber auch von B-Lymphozyten sezerniert wird. IFN-γ ist der generelle
Aktivierungsfaktor für mononukleäre Phagozyten. Zudem steigert es die Zytokin-
synthese und aktiviert neutrophile Granulozyten sowie NK-Zellen [43]. Insofern
handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin.
IFN-γ ist der wichtigste Regulator der APC. Es stimuliert die Synthese mehrerer
Moleküle des MHC-I- und des MHC-II-Signalweges. Dadurch kommt es zu einer
verstärkten AG-Präsentation und, bezogen auf den MHC-I-Signalweg, einer ver-
mehrten Proteolyse nach intrazellulär aufgenommener Proteine und deren Trans-
fer in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER), was wiederum zu ei-
ner gesteigerten Antigen-Präsentation führt. Des weiteren höht IFN-γ die Syn-
theserate von MHC-I-Molekülen selbst [170] und verstärkt die Expression des ko-
stimulatorischen Liganden B7.
Seit längerem ist bekannt dass IFN-γ ein entscheidender Faktor für die Pathoge-
nese von experimentell induzierter Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) ist und
ein Zusammenhang mit dem Ausmaß des klinischen Krankheitszustandes besteht
[131]. Es wurde kurz nach dieser Entdeckung belegt, dass IFN-γ der Entstehung
von EAE entgegenwirkt [90]. Als Ursache wird dafür aktuell die Fähigkeit von
IFN-γ angesehen, die Expansion aktivierter CD4+ T-Lymphozyten imZNS zu limi-
tieren [26].
Hooper et al. konnten zeigen, dass Rabies-Viren vom Stamm CVS-F3 bei IFN-γ-
Rezeptor k.o.-Mäusen in deren ZNS deutlich länger vorhandensind als bei Wildtyp-
Kontrolltieren. Sie beobachteten eine verzögerte, jedochni t verminderte VNA-
Produktion [70].
Die Auswertung mehrerer Experimente an transgenen Mäusen legte die Vermu-
tung nahe, dass IFN-γ zum einen als proinflammatorisches Zytokin im ZNS fun-
giert [177], zum anderen aber auch neurotoxische Eigenschaften ufweist, z.B. bei
der Hirnentwicklung [28,44].
Interleukin-6 (IL-6). Interleukin-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und einer
der wichtigsten Mediatoren von Fieber und der Akute-Phase-Reaktion. IL-6 wird
u.a. von T-Zellen und Makrophagen sekretiert; im ZNS scheint aber Astroglia die
Hauptquelle zu sein [176].
IL-6 wirkt hauptsächlich auf Astrozyten (autokrin) und Mikroglia, die durch
chronische IL-6-Exposition aktiviert wird [20, 51]. Aber auch bei akuter fokaler
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Schädigung des ZNS ist IL-6 von größter Wichtigkeit: Die Anzahl und das Aus-
maß der Aktivierung von Makrophagen bzw. Mikroglia-Zellensi d in diesem Falle
bei IL-6-k.o.-Mäusen stark erniedrigt [86, 134]. Infolge dieser verminderten Glia-
Aktivierung und Entzündungsreaktion ist das Ausmaß der Geweb schädigung bei
den IL-6-k.o.-Mäusen schwerer als bei entsprechenden Kontrolltieren.
IL-6 ist zudem essenziell für das Überleben von Neuronen nach Ischämie [105]
sowie für die Regeneration von Neuronen nach Axotomie [68]. Daraus kann ge-
folgert werden, dass IL-6 neben seinen proinflammatorischen Eigenschaften ein
neuroprotektives Potenzial besitzt und die Regeneration von Neuronen nach akuter
Schädigung fördert [177]. Die neuroprotektive Wirkung vonIL-6 liegt möglicher-
weise in seiner Fähigkeit begründet, eine schnelle proinflamm torische Reaktion
gegen ein Antigen in Gang zu setzen [83], beispielsweise dieIFN-γ-Produktion
zu stimulieren und die Infiltration und Akkumulation von Lymphozyten im Gehirn
Virus-infizierter Mäuse zu induzieren [177].
Interleukin-10 (IL-10). Generell sind neben den immunstimulatorischen auch die
immunsuppressiven Mechanismen von großer Wichtigkeit, denn es können z.B. ak-
tivierte Makrophagen schwere Gewebeschäden verursachen,wie dies bei Autoim-
munerkrankungen beobachtet werden [118].
IL-10 zählt neben TGF-β zu den wichtigsten antiinflammatorischen Zytokinen.
Die antiinflammatorische Wirkung basiert auf deren Eigenschaft, die Induktion pro-
inflammatorischer Zytokine zu limitieren [60].
IL-10 wird von CD4+ T-Lymphozyten gebildet. Es wirkt hemmend auf aktivierte
Makrophagen [118], inhibiert die LPS-induzierte CD40-Genexpr ssion [145] und
schaltet das Immunsystem in einen „Ruhezustand“. Zudem hemmt IL-10 aktivierte
Makrophagen und Dendritische Zellen [1]. Infolge dessen wird auch die Produkti-
on von IFN-γ gehemmt [31, 159] und die Expression von MHC-II-Molekülen und
Kostimulatoren wie B7 in Makrophagen wird gehemmt [1]. Zudemhemmt IL-10
die Proliferation Antigen-aktivierter CD4+ T-Lymphozyten und inhibiert die T-Zell
Proliferation in gemischter Leukozyten-Kultur [175].
IL-10 k.o.-Mäuse entwickeln entzündliche Darmerkrankunge [94, 150], wahr-
scheinlich infolge der unkontrollierten Aktivierung von Makrophagen, welche durch
enterische Mikroben aktiviert werden [150]. Außerdem sindIL-10 k.o.-Mäuse emp-
findlicher für LPS-Schockreaktionen [14]. Periphere Immuntoleranz wird durch re-
gulatorische T-Zellen aufrecht erhalten, die nach Antigen-Stimulation IL-10 und /
oder TGF-β produzieren.
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Das antiinflammatorische Potenzial von IL-10 gab die Veranlassung zu klini-
schen Studien, in denen dieses Zytokin versuchsweise bei entzündlichen Darmer-
krankungen, Rheumatoider Arthritis sowie Psoriasis eingesetzt wurde, bisher je-
doch mit nur mäßigem Erfolg [9].
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3 Material
3.1 Mäuse, Zellen & Viren
3.1.1 Mäuse
Bei den Black 6-Mäusen handelte es sich um weibliche 6-8 Wochenalt Tiere vom
Stamm C57BL/6J. Quelle: The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).
3.1.2 Viren
Bei dem rekombinanten Rabies-Virus SPBN handelt es sich um einen cDNA-Klon,
der aus dem Stamm SAD B19 (Street Alabama Dufferin B19) generiert worden
war [157]. Der SPBN-DOG4-Stamm wurde von Frau Mirjam Bertouneam selben
Institut hergestellt. Als Basis wurde dabei der SPBN-Stamm verwendet, dessen für
das Glykoprotein kodierende Gensequenz gegen die des Wildtyp-Stammes DOG4
ausgetauscht wurde.
3.1.3 Zellen.
Neuroblastoma NA Zellen von A/J Mäusen (The Jackson Laboratory). Sie wurden
bei 37◦C in mit 10% FBS angereichertem RPMI 1640 Medium gezüchtet.
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3.2 Oligonukleotide
RNA Sequenz AT Hersteller Katalog-Nr. Bemerkung
Maus IFN-β1










RNP S: 5’-AGA AGG GAA TTG GGC TCT G-3’
AS: 5’-TGT TTT GCC CGG ATA TTT TG-3’ 60◦C
Sigma Genosys (eine
Gruppe von Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)
Rabies N-Protein
18s RNA S: 5’-GGG GAA TCA GGG TTC GAT-3’
AS: 5’-GGC CTC GAA AGA GTC CTG TA-3’
interne Referenz
Alle Oligonukleotide wurden mitddH2O verdünnt, so dass sie in einer Verdünnung von 100pmol/µl vorlagen. Diese Lösungen wurden
dann verwendet, um 2µM Verdünnungen herzustellen: Jeweils 2µl des Sense-Primers und 2µl des entsprechenden Antisense-Primers








3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, USA
D5637
















Opti ProTM SFM (Serum Free Me-
dium)
Gibco 12309-019
Pikrinsäure (Picric Acid, reagent




















tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
3580.1
2-Propanol Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
6752.5










Immunhistochemisch zu färbende Gewebe wurden primär mittels Fixationslösung
perfundiert; verwendet wurde hierzu Bouin/Hollande-(B/H)-Lösung sowie zwei Spül-
lösungen.
• Herstellung von 500ml Bouin/Hollande Stammlösung:
1. 12,5g Kupferacetat werden in 250ml Wasser gelöst.
2. Hinzugefügt werden 30g Pikrinsäure.
3. Die Lösung wird zu 500ml mit Wasser aufgefüllt und die Komponenten
unter Rühren gelöst.
4. Filtration der Lösung mit Nalgene-Filtersystem (Porengröße 0,2µm).
Die Lösung wurde im Kühlschrank bei ca. 4◦C aufbewahrt (Haltbarkeit 3-4
Monate).
• Bouin/Hollande Gebrauchslösung: 100 Teile Bouin/Hollande Stammlösung
+ 10 Teile Formaldehydlösung 37%ig säurefrei + 1 Teil Eisessig
• Spüllösung I: DPBS + 20.000 IE Heparin pro Liter.
• Spüllösung II: DPBS
Für die Immunhistochemischen Färbungen wurde PBS 50mM benötigt; dabei han-





Diese Salze wurden in 900ml Aqua bidest unter Rühren gelöst. Dann wurde der pH







































Foster City, CA, USA
NalgeneR© Filtersystem für
Flüssigkeiten
















Peristaltikpumpe Minipuls 3 Gilson, Inc. Middle-
ton, WI 53562, USA
Wärmeplatte für ObjektträgerWT-13 MEDAX Na-
gel GmbH, Kiel,
Deutschland





UV-Photospektrometer UV-1610 Shimadzu Corporati-
on, Kyoto, Japan




Waage zur Bestimmung des
Körpergewichts der Mäuse
Adventurer Pro AV212 Ohaus Corporation,




kro 22R, Rotor 1195-L
(r=87mm)
Andreas Hettich






kro 20, Rotor 2073
(r=86mm)
Andreas Hettich
GmbH & Co KG,
Tuttlingen, Deutsch-
land




Brutschränke HERAcell Heraeus Holding
GmbH, Hanau,
Deutschland




Olympus Provis AX70 Olympus Optical co.,
Ltd, Tokyo, Japan
Kamera für das Zeiss-
Mikroskop
ProgResR© CF scan Jenoptik Laser, Op-
tik, Systeme GmbH,
Jena, Deutschland
Kamera für das Olympus-
Mikroskop





Olympus BX50WI Olympus Optical co.,
Ltd, Tokyo, Japan

















Gnuplot 4.2 Daten-Visualisierung entwickelt von Thomas Wil-
liams, Colin Kelley et al.
GraphPad Prism 5 Statistik-Software GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA
Gimp 2.2.10 Bildbearbeitung http://www.gimp.org
LATEX 2ε Textsatz http://www.latex-project.org





SPOT Elite 3.5.7.1 Steuerung der SPOT-
Kamera
Diagnostic Instruments,
Inc., Sterling Heights, USA
(http://www.diaginc.com)
Jabref 2.3 Literaturdatenbank http://jabref.sourceforge.net







Software für die Jenop-
tik ProgResR© Kamera
Jenoptik Laser, Optik, Syste-
me GmbH, Jena, Deutschland
Fluoview 2.1.39 Steuerung des Olympus
LSM
Olympus Optical co., Ltd, To-
kyo, Japan
3.7 Reaktions-Kits
• Avidin/Biotin Blocking Kit
Hersteller: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
Katalog-Nr.: SP-2001
• Vectastain Elite ABC Kit
Hersteller: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
Katalog-Nr.: PK-6100
• RNase-Free DNase Set
Hersteller: Qiagen Sciences, Maryland, USA
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Inhalt:




• Omniscript RT Kit
Hersteller: Qiagen Sciences, Maryland, USA
Inhalt:
– Omniscript reverse transcriptase
– 10× Buffer RT
– dNTP (5mM von jedem dNTP)
– RNase-freies Wasser
Katalog-Nr.: 205113
• RNeasyR© Mini Kit
Hersteller: Qiagen Sciences, Maryland, USA
Inhalt:
– RNeasy mini spin columns







• RT2 ProfilerTM PCR Array System
Hersteller: SuperArray Bioscience Corporation, Frederick,USA
Das in unserem Labor verwendete Paket bestand aus folgendeninzeln er-
hältlichen Kits desselben Herstellers:
1. RT2 First Strand Kit
Inhalt:
– 5× gDNA Elimination Buffer
– 5× Reverse Transcription Buffer
– RT Enzyme Mix 3




2. RT2 SYBR Green / ROX qPCR Master Mix
Inhalt:
– 1,4ml 2X solution (für 100 25µlReaktionen)
Katalog-Nr.: PA-012
Handbuch: Version 3.0 (August 2007)
• In SituCell Death Detection Kit, POD
Hersteller: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Inhalt:
– Enzyme solution (TdT)
– label solution (fluorescein-dUTP)
– Converter POD (anti-fluorescein antibody-POD)

















Calcitonin Gene Related Peptide
(Neuropeptid)
Kaninchen











ionized calcium binding adap-
tor molecule-1 (Mikrogliazell-
marker)
Wako Pure Chemical Indus-
tries, Ltd., Osaka, Japan
019-19741 1:3000








Rabies-Marker (RV N) Maus 1:250
LC3B Autophagosomen-Marker Kaninchen
Cell Signaling Technology,




Je nach Donor-Spezies der Primärantikörper musste ein entspr chenden Sekun-
därantikörper eingesetzt werden. Diese stammten von MoBiTec GmbH, Göttingen,
Deutschland. Eingesetzt wurden die folgenden Antikörper in iner Verdünnung von
1:200:
• Affe-anti-Kaninchen IgG, biotinyliert (Best.-Nr.: 711-065-152)
• Affe-anti-Meerschweinchen IgG, biotinyliert (Best.-Nr.:706-065-148)
• Huhn-anti-Maus IgG, Alexa Fluor 647-gekoppelt (best.-Nr.: A-21463)
3.9 Sonstige Reagenzien, Medien etc.
Bezeichnung Hersteller Katalog-
Nr.
8-tube thermo-strips und ultra
clear caps
Thermo Fisher Scientific Inc. AB-1183
Albumin solution from bovi-
ne serum, 30% in DPBS
Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis,
USA
A9576
CellgroR© DPBS, 1x (Dulbec-
co’s Phosphate Buffered Sali-
ne, pH 7,4)








CellgroR© RPMI, with L-
Glutamine, 1640, 1×







CellgroR© Tripsin EDTA, 1x
(0,05% Trypsin / 0,53mM
EDTA in HBPS
Mediatech, Inc. Herndon, PA, USA25-052-
CI
DePeX Serva Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg, Deutschland
18243











F96 MicroWellTM Plates (un-
behandelt)
Nunc A/S, Roskilde, Dänemark
(http://www.nuncbrand.com)
269620
















National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC),
Blanche Lane, South Mimms, Pot-










Menzel GmbH + Co KG, Braun-
schweig
021102





Qiagen Sciences, Maryland, USA 76104
StatSampler Micro Blood
Collectors (untreated tubes &




SS2U) für die Entnahme
kleiner Blutmengen (ca.
200µl)
Iris Sample Processing, A Divisi-




Die Tierversuche mit Rabies-Viren der Stämme SPBN- bzw. SPBN-DOG4 führten
wir am Department of Microbiology and Immunology in Philadelphia in Koopera-
tion mit der Arbeitsgruppe um Herrn Professor Dietzschold durch.
4.1 Lagerung von Proben
Gewebe in Fixationslösung oder Paraffin wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.
cDNA, Primär- sowie Sekundärantikörper wurden bei -20◦C, Serumproben bei +4◦C
und RNA-Proben bei -70◦C gelagert. Die Lagerung der in Opti Pro suspendierten
Viren sowie der für den Neutralisationstest benötigten NA-Zellen erfolgte am De-
partment of Microbiology and Immunology in Philadelphia bei -73◦C. Reaktions-
kits und sonstige Reagenzien wurden nach Herstellerangabenaufbewahrt.
4.2 Infektion der Mäuse
Die Infektion der Mäuse wurde intranasal (i.n.) vorgenommen. Dazu wurden sie in
eine Kammer gesetzt, in welche dann Isofluran eingeleitet wurde. Sobald die Tiere
narkotisiert waren, wurden sie einzeln herausgenommen undes wurde ihnen mittels
einer Pipette in jedes Nasenloch 10µl Virus-Lösung (insgesamt 20µl pro Maus)
verabreicht. Dies entspricht einer inokulierte Virus-Meng von 2× 105 Kolonien
bildenden Einheiten (cfu) pro Maus.
4.3 Festlegung des Abbruchkriteriums
Um den Tag zu bestimmen, an dem die Tiere getötet werden sollten, wurden zu-
nächst jeweils 5 Mäuse mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 infiziert. In denfolgenden
Tagen wurden ihr Verhalten, der Krankheitszustand und ihr Körpergewicht als ob-
jektivierbares Kriterium für ihren Gesundheitszustand dokumentiert.
In den ersten Tagen waren keinerlei Auffälligkeiten im Verhalten der Tiere zu se-
hen. Es wurde ein mittlerer Zuwachs des Körpergewichts um ca. 6% aufgezeichnet,
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der bei beiden Gruppen gleich war. Erst am Tag 7 p.i. wurde eind utlicher Abfall
des mittleren Körpergewichts der SPBN-Gruppe sichtbar, derbis zum Tag 9 p.i.
progredient war. Ebenfalls am 7. Tag p.i. wurde ein mäßiger Abfall des mittleren
Körpergewichts der mit SPBN-DOG4 infizierten Mäuse registrier . Der Verlust von
Körpergewicht war ebenfalls progredient, jedoch deutlichweniger stark ausgeprägt
als bei den mit SPBN infizierten Tieren (siehe Abbildung 6).
Abbildung 6: Vorläufige Gewichtskurve mit 5 Tieren pro Gruppe. „Symptome“ b -
zeichnet in dieser Grafik das Vorhandensein von deutlichen Kra kheitssymptomen,
wobei die Mäuse in diesen Stadien bereits moribund waren. „Abbruch“ bezeichnet
den Zeitpunkt, an dem für die weitere Versuchsreihe die Tötung der Tiere geplant
wurde.
Bereits am 7. Tag p.i. zeigten sich bei allen Mäusen Verhaltensauffälligkeiten. Sie
schienen beim Öffnen der Käfige panischer als gewohnt. Infolge einer beginnenden
Parese der Wadenmuskulatur präsentierten die Tiere einen watschelnden Gang. Am
folgenden Tag vollzogen sie gyriforme Bewegungen der Hinterläufe, wenn sie am
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Schwanz aus dem Käfig gehoben wurden. Am Tag 9 p.i. präsentiert alle Tiere der
SPBN-Gruppe deutliche Krankheitszeichen. Sie waren dehydriert (mager und sehr
schlaffe Haut); sie saßen apathisch und in sich zusammengekauert (einzeln anstatt
als Gruppe auf einer Stelle) in ihren Käfigen. Das Fell war verschwitzt und stand
zu Berge (s. Abb. 7). Beim Öffnen der Käfige zeigten die Mäuse keine Fluchtreak-
tion, wie sonst üblich. Beim Herausheben aus dem Käfig ließen sie die Gliedmaßen
schlaff herabhängen anstatt wie üblich nach dem Käfigrand oder nahen Gegenstän-
den zu greifen. Da wir in Zusammenschau mit dem massiven Verlust an Körperge-
wicht nicht erwarteten, dass sie bis zum nächsten Tag überleben würden, wurden
sie noch am selben Tag getötet.
Zur selben Zeit waren in der Gruppe der mit SPBN-DOG4 infizierten Tieren noch
keine Krankheitssymptome erkennbar. Erst am 10. Tag p.i. zeigten zwei der Mäuse
die oben beschriebenen Symptome des Endstadiums und wurdenebenfalls getötet.
Dasselbe geschah am 11. Tag p.i. mit den verbleibenden 3 Tiere der SPBN-DOG4-
Gruppe, welche nun auch das Endstadium der Krankheit erreicht hatten (siehe Ab-
bildung 6).
A B
Abbildung 7: A: Gesunde C57BL/6-Mäuse. B: Schematische Darstellung des Er-
scheinungsbildes einer kranken Maus im Endstadium.
Anhand dieser Daten entschieden wir nun, dass wir die Mäuse im folgenden ex-
perimentellen Verlauf dann töten würden, wenn sie bereits einen deutlichen Ge-
wichtsverlust aufweisen, jedoch noch nicht so krank sind, dass sie die Symptome
des Endstadiums präsentieren; zudem sollten sie einen vergleichbaren Verlust an
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Körpergewicht aufweisen. Für die Tiere der SPBN-Gruppe wählten wir deshalb den
7. Tag p.i., für die Tiere der SPBN-DOG4-Gruppe den 9. Tag p.i.
4.4 Bestimmung des VNA-Titers
Zur Bestimmung des Virus-spezifischen Antikörper-(VNA)-Titers im Serum wur-
de den Mäusen jeweils an dem Tag, an dem sie getötet wurden Blutentnommen und
daraus Serum-Proben extrahiert. Diese wurden dann verwendet, um den Antikörper-
Titer mittels Antikörper-Neutralisationstest (RFFIT, rapid fluorescent focus inhibi-
tion test [165]) zu bestimmen. Der RFFIT wird von der WHO als Standardmethode
zur Titerbestimmung von RV-spezifischen Antikörpern angeseh n [187].
4.4.1 Blutentnahme
Zur Gewinnung von Serumproben führten wir eine retroorbitale Blutentnahme durch
(„Eyebleeding“). Dazu wurden die mit Isofluran anästhesierten Mäuse bäuchlings
auf eine feste Unterlage gelegt und das Augenlid mit Daumen und Zeigefinger ge-
spreizt. Sodann wurde die Hälfte einer dünnen Glaskapillare (Fisher Scientific) von
medial her in das Augenlid eingeführt und unter Rotation vorsichtig unter das Auge
vorgeschoben. Sobald der Sinus orbitalis perforiert war, füllte sich die Kapillare mit
Blut. Eine dicke Glaskapillare (Iris Sample Processing) wurde an die erste gesetzt,
mit der nun 200µl Blut gesammelt werden konnten. War diese vollständig gefüllt,
wurde die Kapillare entfernt und das Auge mit einem Tupfer indie Orbita zurück
gedrückt, woraufhin eine schnelle Blutstillung erfolgte.
Das Blut aus der Kapillare wurde in zentrifugierbare Serumröhrchen (Iris Sample
Processing) gegeben und dieses in einer aktiv kühlenden Zentrifuge zentrifugiert
(12min bei 15◦C und 5000RPM; beim verwendeten Rotor entspricht dies 2432×g).
Anschließend wurde das überstehende Serum mit einer Pipette abgenommen, in
sterile Eppendorf-Reaktionsgefäße transferiert und dieseb i +4◦C gelagert.
38
4.4.2 Herstellung einer Zellsuspension.
Zwei Kulturflaschen, in denen NA-Zellen (s. Abschnitt 3.1.3) bei -70◦C gelagert
worden waren, wurden aufgetaut und mit je 10ml CellgroR© DPBS (Mediatech Inc.)
gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit je 1,3ml 0,05%iger Trypsin-Lösung
für 30sek bei 37◦C inkubiert, um sie in Suspension zu bringen. Der Inhalt beider
Flaschen wurde anschließend zusammengeführt und mit einemsterilen Rührer vor-
handene Klumpen zerkleinert. Von dieser Zellsuspension wurden dann pro vorzu-
bereitendem 96-Well-Platte (Kulturplatte 1) 2ml Zellsuspension mit 9ml Kulturme-
dium (Mischung aus 500ml CellgroR© RPMI 1640 (Mediatech Inc.), 5ml CellgroR©
Penicillin-Streptomycin (Mediatech Inc.) und 55ml FBS (U.S. Bio-Technologies
Inc.)) verdünnt. In jedes Well (Vertiefung der Kulturplatte) wurden davon 100µl pi-
pettiert und die Kulturplatten für 48 Std. bei 37◦C inkubiert. In dieser Zeit wuchsen
die Zellen und bildeten einen Zellrasen auf dem Boden der Wells.
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4.4.3 Vorbereitung der Viren.
Abbildung 8: Vereinfachtes Schema der Herstel-
lung der Serum-Verdünnungsreihe auf einer Kul-
turplatte.
Das Serum der Mäuse
wurde in der ersten Reihe
von Nuclon 96 Well-Platten
(Kulturplatte 2) 1:10 ver-
dünnt. Dazu wurden 54µl
Medium, bestehend aus
RPMI 1640 Medium,
0,2% BSA und Penicillin-
Streptomycin-Lösung
(Mediatech), vorgelegt und
je 6µl Serum bzw. 6µl WHO-Standardisiertes humanes Immunglobulin (2IE/ml, s.
Abschnitt 3.9) hinzu pipettiert. In den restlichen Wells wurden je 100µl Medium
vorgelegt und sodann eine Verdünnungsreihe hergestellt, indem jeweils 50µl,
beginnend von der das Serum beinhaltenden Reihe, in die folgende Reihe über-
führt wurde (s. Abb. 8). Für jede Serum-Probe wurden zwei Verdünnungsreihen
hergestellt (Verdünnungsfaktoren: 10, 30, 90, 270, 810, 2430, 7290, 21870).
Als Testviren dienten uns Rabies-Viren vom Stamm CVS-11, die vorverdünnt in
jedes Well pipettiert wurden (je 10µl, das entspricht 105,6 cfu pro Well). Die Kul-
turplatten wurden anschließend für 60min bei 37◦C und 5%CO2-Konzentration
inkubiert.
4.4.4 Infektion der Zellen.
Die in der Kulturplatte 1 vorbereiteten Zellen wurden dem Inkubator entnommen
und das Kulturmedium abpipettiert. Anschließend wurde derInhalt der Serum/Virus-
Platten (Kulturplatte 2) in die Kulturplatte 1 transferiert. Es folgte eine Inkubation
der Kulturplatte 1 für 24h bei 34◦C und 5%CO2-Konzentration. Abb. 9 stellt das
Prinzip des Antikörper-Neutralisationstests vereinfacht dar.
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Abbildung 9: Prinzip des Antikörper-Neutralisationstests. Eigene Darstellung, ori-
entiert an einer Grafik aus [41].
4.4.5 Färbung.
Nach der Inkubation wurde das Kulturmedium vorsichtig abpipett ert und jeweils
150µl gekühltes Aceton zwecks Fixation in die Wells der Kulturplatten gegeben.
Die Zellen wurden damit für 30min bei 4◦C inkubiert. Anschließend wurde das
Aceton herausgeschleudert und die Platten bei RT getrocknet. Dann wurden pro
Well 70µl FITC-anti-IgG-Farbstoff (MP Biomedicals) zugegeben und diePlatten
über Nacht bei 37◦C inkubiert. Der Farbstoff markierte durch die Anlagerung an
IgG selektiv RV-infizierte Zellen.
4.4.6 Auswertung.
Am folgenden Tag wurden die Platten ausgewertet. Dazu wurdezuerst der Farbstoff
herausgeschleudert. Anschließend wurde unter mikroskopicher Sicht die Prozent-
zahl der infizierten Zellen geschätzt. Als Referenz diente dabei der WHO-Standard
(Humanes Anti-Rabies Immunglobulin nach WHO-Standard, s. Abchnitt 3.9). Aus
den aufgezeichneten Werten wurden dann die Verdünnungsfaktoren jeder Probe bei
50% infizierten Zellen ausgelesen. Da bekannt war, dass der WHO-Standard bei
einer Infektionsrate von 50% der Zellen 2IE Immunglobulin entspricht, konnte die
Menge an VNA für jede Serum-Probe bei 50% Infektionsrate durch folgende For-
41
mel berechnet werden:
2× Verdünnungsfaktor der Serum-Probe bei 50% Infektionsrate
Verdünnungsfaktor des WHO-Standards bei 50% Infektionsrate
Tabelle 5 zeigt beispielhaft Aufnahmen der NA-Zellen (100-fache Vergrößerung);
der in den infizierten Zellen gebundene Farbstoff fluoresziert grün (Aufnahmen mit
Zeiss Axiovert 40 CFL und Jenoptik ProgResR© CF scan).
4.5 Gewebefixierung mittels Perfusion
Um optimale immunhistochemischen Färbungen zu erzielen, wurde das Gewebe
mit Bouin-Hollande-(B/H)-Lösung fixiert. Diese Fixation derO gane geschah mit-
tels Perfusion, d.h. die Fixationslösung wurde ins Kreislaufsystem der Mäuse ge-
spritzt, um alle Gewebe gleichmäßig und schnell zu fixieren.Bis zum Beginn der
Perfusion musste das Kreislaufsystem der Maus aufrecht erhalt n werden, d.h. die
Perfusion wurde am schlagenden Herzen begonnen. Andernfalls hätte der Stillstand
des Blutflusses eine intravaskuläre Gerinnung des Blutes zur Folge gehabt; eine
Perfusions-Fixation wäre dann nicht mehr möglich gewesen,w il Teile des Kreis-
laufsystems durch Koagel verlegt wäre.
4.5.1 Narkose der Tiere
Zur Einleitung der Narkose verwendeten wir eine Mischung aus Ketamin (1mg/ml)
und Xylazin (50mg/ml) im Mischungsverhältnis 10:1. Pro Tier v rabreichten wir
0,1ml i.p. Bevor mit der Präparation begonnen wurde, testeten wir den Tail-Flick
und den Korneareflex um die Wirkung der Narkose zu objektivieren.
4.5.2 Technische Vorbereitung
Ein Schlauchsystem wurde in die Perfusionspumpe eingebautund mit den verschie-
denen Perfusionslösungen (s. Abschnitt 3.3.1) gefüllt. Abklemmen der Schläuche









Tabelle 5:Antikörper-Neutralisationstest: Repräsentative Aufnahmen der NA-Zellen. Grüne Fluoreszenz in RV-infizierten Zellen.
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Zuerst musste das Blut ausgewaschen werden, weil es sonst mitder Fixationslö-
sung Präzipitate gebildet hätte. Dies geschah im ersten Schritt mit einer mit Heparin
angereicherten DPBS-Lösung (Mediatech, Inc.), um die Gerinnung des Blutes zu
verhindern. Diese Lösung musste dann ebenfalls ausgewaschen werden, da die B/H-
Fixationslösung auch mit Heparin Präzipitate bilden würde. Dazu wurde im zwei-
ten Schritt reines DPBS verwendet. Anschließend wurde die B/H-Fixationslösung
in das Gefäßsystem der Maus injiziert.
4.5.3 Präparation und Perfusion
Wir orientierten unser praktisches Vorgehen zur Präparation und Perfusion der Mäu-
se an einem von NeuroScience Associates (NSA) veröffentlichten Protokoll [127].
Nach geringfügigen Modifikationen konnten wir die Perfusion mit hoher Erfolgs-
quote durchführen.
1. Zunächst wurde die narkotisierte Maus mit Kanülen auf einer Styroporplatte
fixiert, das Fell tränkten wir mittels einer Spritzflasche mit 70% Isopropanol.
Die Schnittführung erfolgte mittig vom unteren Abdomen biszur Oberkante
des Sternums. Das Peritoneum wurde dabei noch intakt gelassen. Zur besse-
ren Darstellung des Präparationsgebietes wurde das Fell nach außen gezogen
und ebenfalls mit Kanülen fixiert.
2. Wir eröffneten nun das Peritoneum durch einen Schnitt vomunteren Drit-
tel des Abdomens bis zum Processus xiphoideus, dann seitwärts parallel zur
letzten Rippe bis zur Laterallinie, um einen besseren Abflussvon Blut und
Perfusionslösung zu gewährleisten und später den Thorax großräumig eröff-
nen zu können.
3. Das Diaphragma wurde entlang den Rippenbögen abgeschnitten.
4. Eröffnung des Brustkorbes lateral bis ca. 1. Rippe beidseits. Dabei wurde
darauf geachtet, die nun bereits kollabierten Lungen nichtzu verletzen.
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5. Die vordere Thoraxwand wurde nach kranial weggeklappt und mit einer wei-
teren Kanüle in Position gehalten.
6. Es wurden die Ligamenti zwischen Sternum und Thoraxorganen (Thymus
und Herz) mit einer Sonde stumpf durchtrennt.
7. Mit einer feinen chirurgischen Pinzette wurde die Herzspit e gegriffen und
das Herz festgehalten, um nun mit einem Skalpell den linken Ventrikel anste-
chen zu können.
8. Sofort wurde dann eine abgestumpfte Kanüle, die mit dem Perfusionssystem
verbunden war, durch diese Inzision hindurchgeführt und bis in die Aorta
ascendens vorgeschoben. Schon zu diesem Zeitpunkt lief diePerfusionspum-
pe mit einer Basisflussrate von 0,4ml/min. Um ein Herausrutschen der Kanüle
zu verhindern wurde diese nun fixiert, indem eine Klemme so geetzt wurde,
dass sie das komplette Herz auf Kammerhöhe umfasste und an die Kanüle
andrückte.
9. War dies geschehen, so wurde das rechte Herzohr mit einer Sch re eröffnet
um den Abfluss des Bluts zu gewährleisten. Die Pumpgeschwindigkeit der
Perfusionspumpe wurde dann auf 2ml/min erhöht.
10. Die Heparinlösung wurde für 5min bei dieser Flussrate injiziert; danach wur-
de auf Heparin-freies DPBS umgestellt und weitere 10min perfundiert. Die
Füllung des Schlauchsystems dauerte bei dieser Flussrate etwa 5min, inso-
fern wurde das Kreislaufsystem für 10min mit DPBS/Heparin und 5min mit
DPBS gespült.
11. Nachdem nun das gesamte Blut ausgewaschen war, wurde das System auf
die Bouin-Hollande-Lösung umgeschaltet. Die Flussrate von2ml/min wurde
beibehalten. Fortführung der Perfusion für weitere 10min.
12. Klemme und Kanüle wurden nach der Perfusion entfernt unddie Präparation
der Organe begonnen.
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Hinweise auf eine gute Perfusion zeigten sich beim Auswaschen des Blutes bereits
nach kurzer Zeit: Die Leber wurde deutlich blasser und die mesenterialen Gefäße
entfärbten sich vollständig. Wurde schließlich auf Bouin-Hollande-Lösung umge-
stellt, färbte sich der Darm sehr rasch gelb, bevor die Lösung aus dem eröffneten
rechten Herzohr austrat. Im Laufe der Perfusion wurde die Läppchenstruktur der
Leber erkennbar. Zuletzt waren auch Schnauze, Pfoten und Schwanz deutlich gelb;
s. Abb. 10.
A B
Abbildung 10: Maus mit eröffnetem Thorax und in die Aorta eingeführte Kanüle zu
Beginn der Perfusion (A). Nach abgeschlossener Perfusion sind Schnauze, Darm,
Leber und Pfoten deutlich gelb gefärbt (B).
4.5.4 Organpräparation
Unsere Versuchsplanung beinhaltete lediglich die Untersuchung der Gehirne. Den-
noch wurden weitere Gewebe wie Lymphknoten und Rückenmark asserviert. Im
Folgenden wird das praktische Vorgehen bei der Gewebeentnahme beschrieben.
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• Zervikale Lymphknoten: Der längs verlaufende Einschnitt im Fell der noch
auf dem Rücken liegenden Maus wurden weitergeführt, so dass das frontale
Halspaket einsehbar wurde. Mit sehr feinen Pinzetten (Aesculap No. 7) wur-
den die zervikalen Lymphknoten unter Lupensicht (Eschenbach Lupenbrille)
präpariert.
• Gehirn: Mit einer kräftigen Schere wurde die Dekapitation durchgeführt.
Vom Nacken wurde das Fell über die Kalotte hinweg in Richtung Schnauze
eingeschnitten und nach vorne gezogen. Im Bereich der oberenHalswirbel-
säule und des Okzipitalpols wurden die Knochen mit einer spitzen, geboge-
nen Schere vorsichtig eingeschnitten, der restliche knöcherne Schädel wurde
stumpf mit einem kleinen Spatel abpräpariert. Nach der Entnahme des Ge-
hirns mit anhängendem Zerebellum und Hirnstamm erfolgte die Präparation
der Bulbi olfactorii und der Trigeminalganglien, welche separat aufbewahrt
wurden.
• Wirbelsäule: In vorherigen Versuchen, Spinalganglien direkt zu präparieren,
erwiesen sich dieses Vorgehen als nicht praktikabel. Daherentschieden wir
uns dafür, die kompletten Wirbelsäulen der Mäuse zu präparieren, um sie spä-
ter zu entkalken und so immunhistochemische Färbungen der Spinalganglien
anfertigen zu können. Rechts und links wurden dazu die Rippen durchtrennt
und die Wirbelsäule knapp über dem Becken abgesetzt.
Die entnommenen Gewebe wurden in mit Bouin-Hollande-(B/H)-Lösung gefüll-
te Falcon-Röhrchen (Gehirne und Wirbelsäulen) bzw. Eppendorf-Reaktionsgefäße
(kleine Gewebeproben) gegeben.
4.5.5 Einbetten der Gewebe
Die Gewebe in B/H-Lösung wurden für 24 Std. auf einem Schüttler gestellt, an-
schließend die B/H-Lösung durch 70%igen Ethanol ersetzt; die Fixationslösung
sollte nun aus den Geweben ausgewaschen werden. Der Alkoholwurde im 24-
Stundenintervall in den Röhrchen (bzw. Eppendorf-Cups) gewechselt, bis er sich
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nach dem Wechseln nur noch schwach gelb färbte. Danach wurden die Gewebe in
Einbettkassetten und diese wiederum in frischen 70%igen Ethanol gegeben. Darin
verblieben sie für weitere 24 Stunden. Anschließend wurdensi einzeln in Ein-
bettkassetten eingeschlossen und diese in einen Einbettautom ten gegeben, der die
Gewebe über eine aufsteigende Alkoholreihe in Paraffin überf hrte:
Lösung Zeit Temperatur
Ethanol 70% 1 Stunde 40◦C
Ethanol 80% 1 Stunde 40◦C
Ethanol 90% 1 Stunde 40◦C
Ethanol 96% 1 Stunde 40◦C
Ethanol 100% 3× 1 Stunde 40◦C
Xylol 3× 1 Stunde 40◦C
Paraffin 4× 1 Stunde 60◦C
Tabelle 6:Programmlauf: Paraffinisierung
4.6 Histologische Färbungen
4.6.1 Vorbereitung der Objektträger
Um eine gute Haftung der Gewebeschnitte auf den Objektträgern zu gewährleisten,
wurden die Objektträger (Menzel GmbH + Co KG) vor deren Verwendung silani-
siert.
1. Zuerst wurden die Objektträger zu jeweils 25 Stück in Kunststoffhalterungen
eingeräumt, davon jeweils 8 in eine Kunststoffwanne gestellt.
2. Die Objektträger wurden mit 60◦C heißem Wasser (ca. 1,7l) aus dem Was-
serhahn und Spülmittel in der haushaltsüblichen Menge auf einem automa-
tischen Schüttler für eine Stunde gespült. Anschließend wurde dreimal mit
heißem Wasser aus dem Wasserhahn gewaschen, um das Spülmittel zu ent-
fernen. Nun wurde jeweils noch einmal mit demineralisiertem Wasser und
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dann mit Reinstwasser (Aqua bidest) nachgewaschen. Abschließend erfolgte
eine 45 minütige Waschung mit 70%igem Ethanol.
3. Trocknung der Objektträger über Nacht bei 60◦C in einem Trockenschrank.
4. Es folgte die Beschichtung der Objektträger mit TESAP (3-(Triethoxysilyl)-
propylamin). Dazu wurden drei Schalen mit jeweils 200ml Aceton bereitge-
stellt. In die erste Schale wurden zusätzlich 4ml TESAP gegeb n, dies ent-
spricht einer 2%igen Lösung. Die Halterungen mitsamt den Objektträgern
wurden für 30 Sekunden in die TESAP/Aceton-Lösung gestellt, anschließend
jeweils 30 Sekunden in die anderen beiden Schalen mit Aceton. Da n wurden
sie kurz in demineralisiertem Wasser und dann in Aqua bidestg waschen.
5. Trocknen der Objektträger bei 42◦C über Nacht im Trockenschrank.
4.6.2 Giemsa-Färbung
Um vergleichbare Resultate zu erzielen, wurden die Hirnschnitte im jeweils glei-
chen Hirnabschnitt vorgenommen, im Bereich zwischen Bregma -2,7mm und Breg-
ma -2,9mm (vgl. Abschnitt 4.7). Um diese Bestimmung vornehmen zu können,
sowie zur weiteren histologischen Untersuchung, wurde nach jedem fünfzehnten
Schnitt ein gesonderter Objektträger mit einem Hirnschnitt belegt, der nach Giemsa
gefärbt wurde (s. Tabelle 7). Alle Gewebeschnitte wurden auf einem Mikrotom mit
einer Schnittdicke von 7µm angefertigt.
Die Giemsa-Stammlösung wurde 1:10 mit Aqua bidest verdünnt. Um ein Ausfällen
der Farbstoffe zu vermeiden, wurde erst Aqua bidest in die Küvette und dann vor-




Xylol 2 x 5min
abs. Alkohol 2 x 5min
96% iger Alkohol 5min
90% iger Alkohol 5min
80% iger Alkohol 5min





CH3COOH-Wasser Differenzieren der Rottöne
96% iger Alkohol Differenzieren der Blautöne
abs. Alkohol 3 x 5min
Xylol 3 x 5min
Tabelle 7: Färbeprotokoll zur Durchführung einer histologischen Färbung nach
Giemsa.
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4.6.3 Immunhistochemie (IHC, Einfachmarkierung DAB / Nickel )
Im Folgenden wird die Durchführung einer einfachen immunhistochemischen Fär-
bung mit DAB / Nickel beschrieben.
1. Entparaffinierung der der Schnitte: Dreimal in Xylol, dann einmal in absolu-
tem Isopropanol für jeweils 10min.
2. Deaktivierung der endogenen Gewebe-Peroxidase durch eine 0,15%igeH2O2-
Lösung (3ml 30%igesH2O2 in 600ml Methanol), die lichtgeschützt für 30min
einwirkte.
3. Rehydrierung in Isopropanol (abs. Isopropanol 10min, Isopropanol 96%-80%-
70% jeweils 5min) und anschließend Aqua bidest für 2 x 5min.
4. Erhitzen für 12min in 0,01M Natriumzitrat-Puffer (pH 6,0) bei 92◦C bis 94◦C.
Der Natriumzitrat-Puffer bestand aus 54ml 0,1M Zitronensäure und 246ml
0,1M Natriumzitrat, aufgefüllt bis 3000ml mit Aqua bidest.Um das Anlagern
von Luftblasen zu vermeiden, wurden die sich in 24-er Metallständern be-
findlichen Objektträger in regelmäßigen Abständen im Natriumzitrat-Puffer
geschwenkt. Das Erhitzen der Schnitte in Natriumzitrat-Puffer diente dazu,
den Nachweis von schwach exprimierten Proteinen zu verstärken. Proteine im
Gewebe werden durch die angewendete Fixationsmethode miteinander ver-
netzt, so dass Antikörper-Bindungsstellen teilweise wenigr gut zugänglich
sind bzw. nicht detektiert werden. Das Erhitzen der Schnitte führte zu einer
Denaturierung von Antigenen und sonstigen Proteinen. Dadurch Freilegung
von Bindungsstellen konnten die Antikörper besser binden.
5. Trockensaugen der Objektträger und Umfahren der einzelnen Schnitte mit
PAP-Pen. Der bearbeitete Objektträger wurde unverzüglichin eine Küvette
mit PBS (50mM) + 5% BSA (Bovines Serum-Albumin) überführt und darin
mindestens 30min bei Raumtemperatur belassen. Es folgt eineInkubation in
PBS (50mM) + 1% BSA, 5min bei RT.
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6. Blocken der Schnitte mit einem Avidin-Biotin-Komplex (Avidin/Biotin Block-
ing Kit, Vector Laboratories, Inc.). Avidin und Biotin lagenin jeweils 30%iger
Lösung vor (in PBS (50mM) + 1% BSA). Zuerst wurde die Avidin-Lösung
auf die trocken gesaugten Schnitte aufgetropft, diese wurden dann 20min bei
RT inkubiert, anschließend mit Aqua bidest abgespült und sofort wieder in
PBS (50mM) + 1% BSA gegeben, um einerseits das Austrocknen zu verhin-
dern und andererseits die Oberflächenspannung auf der Schnittoberfläche her-
abzusetzen. Mit der Inkubation mit Biotin-Lösung wurde anschließend genau
wie mit der Avidin-Lösung verfahren; nach dem Abspülen wurden die Ob-
jektträger wieder in PBS (50mM) + 1% BSA gegeben. Die Avidin / Biotin
Blockade diente der Verringerung der Hintergrundfärbung.
7. Betropfen der Schnitte mit den primären Antikörpern in derjeweiligen Ar-
beitsverdünnung (s. Abschnitt 3.8) und Inkubation in einerfeuchten Kammer
über Nacht bei 16◦C. Zur Verdünnung der Antikörper wurde PBS + 1%BSA
verwendet.
8. Die eigentliche Inkubation erfolgte am darauf folgendenTag für 2 Stunden
durch automatisches Aufheizen des Inkubators auf 37◦C.
9. Abspülen der Primärantikörper mit Aqua bidest und waschen in Aqua bidest
(3 x 5min). Eine weitere Waschung mit PBS + 0,5% BSA schloss sichan.
10. Inkubation der Schnitte mit den Sekundär-Antikörpern (s. Abschnitt 3.8.2)
für 45min bei RT.
11. Nach der Inkubation wurden die Antikörper mit Aqua bidest abgespült; es
folgte abermals die dreimalige Waschung in Aqua bidest (jeweils 5min) sowie
die einmalige Waschung in PBS + 0,5% BSA.
12. Inkubation mit Avidin DH und biotinylierten Enzymen (Vectastain Elite ABC
Kit). Die Beiden Komponenten (Avidin DH und biotinmarkierteEnzyme)
wurden mit einer Pufferlösung, bestehend aus PBS + 1% BSA verdünnt (je-
weils 20µl pro 1ml Lösung). Die Lösung wurde für 30min bei RT vorinku-
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biert, dann folgte die Inkubation der Schnitte für 30min, ebenfalls bei Raum-
temperatur. Das anschließende Abspülen und Waschen in Aquabidest und
PBS erfolgte wie nach der Inkubation mit den Antikörpern.
13. Es folgte die DAB-Nickel-Färbung. Dazu wurden 12,5mg DAB(3,3’-Diami-
nobenzidin, Sigma-Aldrich) und 75mg Ammonium-Nickel-Sulfat (Sigma-Al-
drich) in 800ml PBS (50mM) gelöst, die Lösung anschließend filtriert. In der
Lösung wurden die Schnitte 5min vorinkubiert, wobei ein Magnetrührer für
eine gleichmäßige Exposition der Schnitte sorgte. Zum Starten der Färbere-
aktion wurden dann 112µl H2O2 zugegeben und die Schnitte weitere 8min
in der Lösung belassen. Die Reaktion wurde mit Aqua bidest gestoppt (3
x 5min waschen). Ammonium-Nickel-Sulfat bewirkte eine Farbmodifikation
der DAB-Färbung, was in einer dunkleren und damit stärkeren Färbung führ-
te [72].
14. Abschließend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe ent-
wässert (Isopropanol: 70%, 80%, 96% jeweils 5min, dann 3 mal100% Iso-
propanol für jeweils 10min); danach noch 3 mal in Xylol für jeweils 10min.
15. Das Eindeckeln der Schnitte erfolgte mit DePeX (Serve Electrophoresis GmbH).
Die Gewebeschnitte waren damit versiegelt und nach dem Trocknen archi-
vierbar.
4.6.4 IHC-Doppelmarkierung (DAB / Fluoreszenz)
Insbesondere bei der RV-G-Expression interessierte uns, wie viele der infizierten
Zellen tatsächlich Glykoprotein exprimierten. Um die Expressionsrate von RNP und
RV-G in denselben Zellen mittels immunhistochemischer Färbung bestimmen zu
können, mussten diese doppelt markiert werden.
Durch die gegebenen technischen Eigenschaften an der Mikroskop-Einheit, an
der die Quantifizierung mittels MCID-Software durchgeführtwerden sollte, muss-
te eine Doppelmarkierung mit DAB und einfacher Fluoreszenzmarkierung (Alexa
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Fluor A488) entwickelt werden. Durch mehreren Versuche erzielten wir gut quan-
tifizierbare Ergebnisse, indem zuerst RNP mit DAB und anschließend RV-G mit
Fluoreszenzmarkiertem Streptavidin markiert wurde.
Wir entwickelten ein sequenzielles Färbeprotokoll, bei dem zwei komplette im-
munhistochemische Färbedurchläufe hintereinander geschaltet wurden. Dazu wur-
de im ersten Abschnitt entsprechend dem Protokoll der einfachen immunhistoche-
mischen Färbung für RNP bis zum eigentlichen Färbeschritt mit DAB / Nickel vor-
gegangen; jedoch wurde bei der Doppelmarkierung nur DAB in 800ml PBS ohne
Ammonium-Nickel-Sulfat verwendet. In anfänglichen Versuchen hatte sich näm-
lich gezeigt, dass eine Färbung mit DAB / Nickel eine nachgeschaltete Fluores-
zenzfärbung überlagerte.
Nach dem DAB-Färbeschritt wurden die Schnitte in Aqua bidestg pült, jedoch
nicht dehydriert. An diesem Punkt begann die immunhistochemische Fluoreszenz-
Gegenfärbung für RV-G:
1. Überführung der Schnitte in 5% BSA; Inkubation bei RT für 30min. An-
schließend Inkubation in 1% BSA für 5min bei RT.
2. Avidin-Blockade für 20min bei RT; Spülung mit Aqua bidest,Inkubation in
1% BSA für 5min bei RT.
3. Biotin-Blockade für 20min bei RT; Spülung mit Aqua bidest, Inkubation in
1% BSA für 5min bei RT.
4. Betropfen der Schnitte mit den gegen RV-G gerichteten Antikörpern in der
Verdünnung 1:3000.
5. Inkubation über Nacht bei 16◦C. Am folgenden Tag bei 37◦C für 2 Std.
6. Abspülen der Primärantikörper mit Aqua bidest und waschen der Schnitte in
Aqua bidest (3 x 5min). Eine weitere Inkubation in 0,5% BSA schloss sich
an.
7. Inkubation der Schnitte mit Sekundär-Antikörpern (anti-Kaninchen IgG, bio-
tinyliert) für 45min bei 37◦C.
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8. Nach der Inkubation wurden die Antikörper mit Aqua bidestabgespült; es
folgte abermals die dreimalige Waschung in Aqua bidest (jeweils 5min) sowie
die Inkubation in 0,5% BSA.
9. Inkubation mit Fluoreszenzmarkiertem Streptavidin (Alexafluor A488, Mo-
BiTec) in der Verdünnung 1:100 für 2 Stunden bei 37◦C.
10. es folgte ein abschließender Waschgang (3 x Aqua bidest für 5min, anschlie-
ßend PBS für 10min
11. Eindeckeln mit Fluor-Safe (DakoCytomation, Inc.), danach lichtgeschützte
Lagerung bei +4◦C.
Es stellte sich heraus, dass der Überlagerungseffekt mit deneu entwickelten Fär-
beprotokoll derart reduziert wurde, dass er die nachfolgende Quantifizierung nicht
mehr beeinflusste (s. Abb. 11). Diese erfolgte, indem die gefärbten Zellen bei 400-
facher Vergrößerung mittels SPOT-Kamera aufgenommen und die gefärbte Fläche
pro Zelle relativ zur zellulären Gesamtfläche mittels MCID-Software quantifiziert
wurde (s. Abschnitt 4.7).
55
Abbildung 11: Überprüfung des Überlagerungseffektes. in der Doppelmarkierung
(A) ist RNP (DAB, schwarz mit roten Pfeilen markiert) gegen RV-G (grün, A488)
gefärbt. Bei der Einzelmarkierung (B) wurde lediglich RV-G mittels Immunfluo-
reszenzfarbstoff (grün, A488) markiert. Aufnahmen bei 600-facher Vergrößerung.
Bei der Quantifizierung der Kontrollfärbungen war kein signifikanter Unterschied
zwischen Einfach- und Doppelmarkierung in Bezug auf das mit Alexafluor-A488
markierte RV-G nachweisbar (C). Vertikale Balken kennzeichnen die jeweilige Va-
rianz. Eine Überlagerung der Färbungen fand somit nur in zu vernachlässigendem
Umfang statt und die Methode erwies sich deshalb als brauchbar für weitere Quan-
tifizierungen.
Um bei der eigentlichen Messung exakt dieselben Bereiche desjeweiligen Ge-
webeschnittes zu erfassen, wurden zuerst die zu quantifizierend n Bereiche mit-
tels SPOT-Software bei 40-facher Vergrößerung aufgenommen. Dazu wurde zu-
erst ein Bild der Fluoreszenzfärbung (entspricht RV-G) und dann, ohne den Aus-
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schnitt zu verschieben, derselbe Ausschnitt im Hellfeld-Modus zur Aufnahme der
DAB-Färbung (entspricht RNP) fotografiert. Beide Bilder wurdengespeichert und
in MCID in zwei Kanälen geöffnet. Durch Verknüpfung dieser beiden Kanäle er-
möglichte MCID eine synchrone Quantifizierung derselben Bildbereiche (s. Abb.
12).
Kanal 1 Kanal 2
Abbildung 12: Synchronisierte Quantifizierung der RV-G-Markierung (links) so-
wie der RNP-Markierung (rechts) durch Nutzung zwei verknüpfter Kanäle mittels
MCID (s. Abschnitt 4.7).
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4.6.5 Immunhistochemische Doppelfluoreszenzmarkierung
Wir führten Doppelfluoreszenzmarkierungen durch, um zu untersuchen, ob Auto-
phagie spezifisch in von Rabies-Viren befallenen Neuronen stattfindet. Dazu wur-
den die Antikörper LC3B (Autophagosomenmarker) Rabies NMAS (ntikörper
gegen RNP) gefärbt. Das Färbeprotokoll entsprach weitgehend d m der Doppel-
markierung DAB/Fluoreszenz, allerdings wurde auf die Inkubation mit Methanol /
H2O2, welche der Blockade endogener Peroxidasen diente, verzichtet. Die Gewebe
wurden simultan mit beiden Primärantikörpern inkubiert – dies war aufgrund unter-
schiedlicher Donorspezies der Primärantikörper möglich.Nach der Inkubation über
Nacht bei 16◦C wurde die Färbung folgendermaßen fortgesetzt:
1. Inkubation bei 37◦C für 2 Std.
2. Abspülen der Primärantikörper mit Aqua bidest waschen inAqua bidest (3 x
5min). Danach Inkubation in 0,5% BSA für 5min.
3. Inkubation der Schnitte mit Sekundär-Antikörpern (anti-Kaninchen IgG, bio-
tinyliert) für 45min bei 37◦C.
4. Nach der Inkubation wurden die Antikörper mit Aqua bidestabgespült; es
folgte abermals die dreimalige Waschung in Aqua bidest (jeweils 5min) sowie
die Inkubation in 0,5% BSA.
5. Simultane Inkubation mit Fluoreszenzmarkiertem Streptavidin (Alexafluor
A488, Verd. 1:200) + Sekundärantikörper Huhn-anti-Maus IgG (Alexa Fluor
647-gekoppelt, Verd. 1:200) für 2 Stunden bei 37◦C.
6. es folgte ein abschließender Waschgang (3 x Aqua bidest für 5min, anschlie-
ßend PBS für 10min.
7. Eindeckeln mit Fluor-Safe (DakoCytomation, Inc.), lichtgeschützte Lagerung
bei +4◦C.
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Damit wurde nun LC3B mit Alexa Fluor 488, Rabies NMAS mit Alexa Fluor 647
markiert. Zur Sichtbarmachung der Färbung wurde das Laser Scanner Mikroskop
BX50WI von Olympus eingesetzt.
4.6.6 TUNEL-Färbung
Die TUNEL-Färbung (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der Dar-
stellung von Zellkernen apoptotischer Zellen. Während der Apoptose wird die DNA
des Zellkerns von Endonukleasen fragmentiert; dabei werden an den Fragmenta-
tionsstellen Hydroxylgruppen frei. Bei der TUNEL-Färbung werden diese freien
Hydroxylgruppen durch das Enzym TdT mit markierten Nukleotiden versehen – in
diesem Falle handelt es sich dabei um Fluorescein-dUTP. Im Fluoreszenzmikroskop
(Olympus Provis AX70) konnten die markierten Areale visualisiert werden. Ver-
wendet wurde dasin situCell Death Detection Kit von Roche Diagnostics GmbH.
Durchführung der TUNEL-Färbung
1. Wie bei den vorherigen Gewebefärbungen wurde zuerst das Paraffin mit-
tels Xylol aus den Gewebeschnitten gelöst, danach durch eine Isopropanol-
Reihe absteigender Konzentration (100%, 96%, 80%, 70%) das Gewebe in
die wässrige Phase überführt.
2. Waschen inddH2O 2× 5min, danach in PBS (50mM) für 10min.
3. Inkubation mit Proteinase K (20µg/ml) in 10mM Tris-HCL (pH 7,4) für 25min
bei 37◦C (Küvette, mit Parafilm abgedeckt).
4. Waschen in PBS (50mM) 2× 5min.
5. Deaktivierung der endogene Peroxidase des Gewebes durcheine 0,15%ige
H2O2-Lösung (3ml 30%igesH2O2 in 600ml Methanol). Einwirkzeit: 30min,
lichtgeschützt.
6. Waschen in PBS (50mM) 1× 5min.
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7. Inkubation in einer Lösung aus jeweils 0,1%igem tri-Natriumzitrat-Dihydrat
und Triton für 2min bei 4◦C (eisgekühlte Küvette) zur Permeabilisierung des
Gewebes.
8. Waschen in PBS (50mM) 1× 5min.
9. Trockensaugen der Objektträger und Umrandung der Gewebeschnitte mit PAP-
Pen.
10. Auftropfen des TUNEL-Reagenz (1 Teil Enzyme Solution + 9 Teile Label
Solution). Inkubation für 60min bei 37◦C in einer feuchten Kammer.
11. Waschen in PBS (50mM) 3× 5min.
12. Anschließend erfolgte optional eine Fluoreszenz-Gegenfärbung. Deren ge-
nauere Durchführung ist in Abschnitt 4.6.4 beschrieben. Als Fluoreszenzfarb-
stoff wurde Fluoreszenzmarkiertes Streptavidin Alexafluor A647 verwendet.
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4.7 MCID
Abbildung 13: Funktionsweise der MCID-
Quantifizierung. Die interessierende Region
wurde nach und nach abgerastert und die an-
hand von zuvor festgelegten Schwellenwerten
bestimmte Signal-positive Fläche in Relation





terFocus Imaging Ltd). Dazu
wurde zuerst der interessieren-
de Bereich des Gewebes im
Hellfeldmikroskop (Olympus
Provis AX70) eingestellt und
das Bild mittels einer digitalen
Kamera (SPOT RT Slider)
erfasst und an das MCID-
Programm übertragen. Anhand zuvor festgelegter Schwellenwerte wurden dann
die immunhistochemisch gefärbten Bereiche als „Signal“ gewertet und in Relation
zur gemessenen Fläche gesetzt. Die Schnitte wurden manuelldurchgerastert. In der
späteren Datenauswertung wurden dann die Flächen mit „Signal“ in Relation zur
gemessenen Gesamtfläche gesetzt (s. Abb. 13).
Abbildung 14: Einteilung des Maus-
Gehirns in Bregma-Ebenen; Sagittalan-
sicht. Rötlich eingefärbt: der Bereich, aus
dem die Schnitte stammten, welche zur
Messung herangezogen wurden. Modifi-
zierte Darstellung aus [133].
Die zuverlässigsten und homogens-
ten Färbungen erzielten wir im Be-
reich des Hippocampus. Wir wähl-
ten daher das Pes hippocampi (Am-
monshorn, Bereiche CA1 bis Beginn
CA2) als interessierende Region und
vermaßen ihn unter Ausschluss des
Gyrus dentatus (s. Abb. 15). Um
die jeweils gleiche Position zu ver-
messen, beschränkten wir uns auf
die Bregma-Ebenen im Bereich von
-1,58mm bis -2,06mm (s. Abb. 14).
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Abbildung 15: A: Giemsa-Färbung eines Frontalschnittes durch ein Maus-
Gehirn in der Bregma-Ebene -1,58mm (20-fache Vergrößerung). B: Vereinfach-
te Darstellung der anatomischen Strukturen (orientiert an[133]). Die MCID-
Quantifizierungen erfolgten im rot angefärbten Bereich des Hippocampus. CA1 bis
CA3 bezeichnen die entsprechenden Bereiche des Pes hippocampi.
4.8 qRT-PCR
Wir führten zur RNA-Quantifizierung eine quantitative real-time RT-PCR (qRT-
PCR) durch. Nachzuweisende Zielsequenzen werden bei der PCR exponentiell am-
plifiziert. Die real-time PCR hat gegenüber der konventionelle PCR den Vorteil,
dass Zielsequenzen quantitativ nachgewiesen werden können. Im Gegensatz zu Ver-
fahren wie TaqmanR© wird bei SYBRgreen jegliche amplifizierte doppelsträngige
Nukleinsäure registriert. Es muss daher sehr auf Sauberkeit am Arbeitsplatz geach-
tet werden, um Kontaminationen zu vermeiden – dazu zählt dieVerwendung von
Mundschutz und Einmal-Handschuhen sowie der Einsatz steriler, gestopfter Pipet-
ten.
Generell können durch den Nachweis bestimmter RNA-Sequenzen Rückschlüs-
se auf die Genexpressionsaktivität zugehöriger Gene gezogen werden. Abb. 16 fasst
die einzelnen Arbeitsschritte bei der Durchführung der qRT-PCR zusammen, wel-
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che im folgenden ausführlicher beschrieben werden.
Abbildung 16: Schematische Darstellung der im Folgenden eingehender beschri -
benen Arbeitsschritte zur RNA-Quantifizierung.
4.8.1 Gewinnung von Gewebeproben
Zur Gewinnung von RNA verwendeten wir frisch gewonnenes Geweb . Dazu wur-
den die Mäuse in eine Kammer gesetzt, in die wir CO2-Gas einleiteten. Den toten
Mäusen entnahmen wir dann Gehirn, zervikale Lymphknoten, Trigeminalganglien
und die Bulbi olfactorii. Für die Präparation der einzelnen Mäuse wurden jeweils
die Unterlage und die Handschuhe gewechselt sowie frisches, autoklaviertes In-
strumentarium verwendet. Die Gehirne wurden zerteilt und alle Gewebe wurden
unverzüglich nach der Entnahme in RNAlater (Qiagen Sciences) gegeben (8ml pro
Gehirn, jeweils 1ml für jede andere Probe) und die Proben bei+4◦C bis zur Weiter-
verarbeitung aufbewahrt.
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4.8.2 Homogenisierung der Proben
Für die PCR-Analysen wurde jeweils der frontale Abschnitt derG hirne (bis Breg-
ma-Ebene -2mm) verwendet. Die Gewebe wurden dazu aus dem RNAlater heraus-
genommen, gewogen und mit 1mlβ-ME-RLT (Beta-mercaptoethanol, Bestandteil
des Qiagen RNeasyR© Mini Kit) pro 100mg Gewebe in frische Gefäße gegeben, was
der Denaturierung endogener RNasen diente. Dann erfolgte die Homogenisierung
mittels einem Gewebe-Homogenisierer (Omni) und jeweils frschen, autoklavier-
ten Aufsätzen (Hard Tissue Omni Tip) für 40 Sekunden. Nun wurde je 1ml des
Lysates in frische Eppendorf-Reaktionsgefäße transferiert und ein zweites Aliquot
bei -80◦C aufbewahrt. Das Lysat wurde nun noch einmal homogenisiert, indem es
zehn mal in eine Spritze aufgezogen und durch eine 20-gauge-Nad l gepresst wur-
de. Danach wurde das Lysat für 3min bei höchster Geschwindigkeit (13.000U/min,
entspricht beim verwendeten Rotor einer RZB von 16.249× g) zentrifugiert und
600µl des Überstandes in frische Eppendorf-Reaktionsgefäße transfe iert.
4.8.3 RNA-Extraktion
Die RNA-Aufreinigung wurde mit dem „RNeasy Mini Kit“ von Qiagen durchge-
führt. Zur DNA-Fraktionierung wurde das „RNAse-Free DNAse St“ desselben




Die homogenisierten Proben (je 600µl) wur-
den mit jeweils 600µl 70%igem RNAse freiem
Ethanol gemischt. Nun wurden 600µl in eine
Quiagen-Spincartridge gegeben und diese dann bei
13.000U/min für 15sek zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Zentrifugation mit den
verbleibenden 600µl Probe wiederholt. Anschlie-
ßend wurde je 350µl Buffer RW1 in die Säule der
Spincartridge (s. Abb. 17) gegeben, wiederum bei
13.000U/min für 15sek zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zum DNA-
Verdau wurden nun 80µl DNase I Inkubationsmix (bestehend aus 10µl DNase I
Stammlösung und 70µl Buffer RDD) auf die Filtermembran pipettiert und diese
15min bei RT inkubiert. Dann wurden 350µl Buffer RW1 in die Säule pipettiert und
15sek bei 13.000U/min zentrifugiert. Anschließend wurde das Sammelröhrchen
durch ein Frisches ersetzt und 500µl Buffer RPE in die Säule pipettiert. Zentrifuga-
tion bei 13.000U/min für 3min, um die Filtermembran vollständig zu trocknen. Die
Säule wurde aus dem Sammelröhrchen genommen und in ein Frisches verbracht.
Um die in der Filtermembran gebundene RNA zu lösen, wurden nunje 40µl
RNAse-freies Wasser in die Mitte der Filtermembran pipettiert und diese damit
für 10min inkubiert. Anschließend wurde noch einmal für 1min bei 13.000U/min
zentrifugiert, um die gelöste RNA im Röhrchen zu sammeln. Die Lagerung der
RNA-Proben erfolgte bei -20◦C.
4.8.4 Bestimmung der RNA-Konzentration
Für vergleichbare Resultate mussten die Konzentrationen der RNA-Proben bekannt
sein. Dazu wurde zuerst für jede Probe eine 1:50-Verdünnunghergestellt (2µl RNA-
Lösung + 98µl RNAse-freies Wasser). Die Absorption bei einer Wellenlängevon
260nm (A260) in einer 1ml-Küvette wurde dann mittels eines UV-Photospektrometers
(Shimadzu UV-1610) bestimmt. Aus der jeweiligen Absorptionsrate ließ sich dann
die RNA-Konzentration wie folgt berechnen:
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4.8.5 Reverse Transkription genomischer RNA
Zur reversen Transkription genomischer RNA (RV-Nukleokapsid) verwendeten wir
das Omniscript RT Kit von Qiagen. Verwendung fand folgendesOligonukleotid
(Sigma Genosys): 5’-ACA CCC CTA CAA TGG ATG C-3’.
Der Master-Mix setzte sich folgendermaßen zusammen:
Lösung Menge (für eine Probe)
10× RT Puffer 2µl
dNTP Mix (5mM von jedem dNTP) 2µl
RNAse Inhibitor (40 Einheiten/µl) 0,25µl
Omniscript Reverse Transkriptase 1µl
RNAse-freies Wasser 4,75µl
Gesamtmenge: 10µl
In PCR-Reaktionsgefäßen wurden jeweils 10µl Master-Mix vorgelegt. Hinzu pi-
pettiert wurden dann 2µl Oligonukleotid-Mix (5µM) und 8µl RNA, welches durch
Verdünnung jeweils 1µgRNA enthielt. Der Programmlauf des Thermocyclers (Per-
kinElmer GeneAmp PCR System 2400) war folgendermaßen aufgebaut: 60min In-
kubation bei 37◦C, dann Erhitzung auf 95◦C für 5min zur RNA-Hydrolysierung und
Inaktivierung der Reversen Transkriptase und anschließendAbkühlung auf 4◦C;
Lagerung der cDNA-Template bei -20◦C.
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4.8.6 Reverse Transkription nicht-genomischer RNA
Abweichend zur reversen Transkription genomischer RNA verwendeten wir zur
Herstellung von cDNA von nicht-genomischer RNA (IL-6, IL-10, IFN-β, IFN-γ)
das RT2 First Strand Kit von SuperArray.
Im ersten Schritt wurde die RNA von DNA-Spuren befreit, die zuMessfehlern
bei der real-time PCR führen würden:
Lösung Menge (für eine Probe)
RNA-Lösung xµl (RNA-Menge: 1µg)
5× gDNA Elimination Buffer 2µl
RNAse-freies Wasser 10-xµl
Gesamtmenge: 12µl
Die Proben wurden im Thermocycler für 5min bei 42◦C inkubiert und anschließend
gekühlt.
Im zweiten Schritt wurde mit den im Kit vorhandenen Komponenten ein Master-
Mix, der u.a. poly-A Oligonukleotidprimer enthielt, hergest llt:
Lösung Menge (für eine Probe)
5× RT-Buffer 3 4µl
Oligonukleotide und externer Kontroll-Mix 1µl
RT Enzym-Mix 3 2µl
RNAse-freies Wasser 3µl
Gesamtmenge: 10µl
Zu jeder nun DNA-freien RNA-Probe wurden dann 10µl Master-Mix pipettiert (Ge-
samtvolumen je Probe 20µl) und die Proben wiederum für 15min bei 42◦C inkubiert
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und danach für 5min auf 95◦C erhitzt um die nun nicht mehr benötigte RNA zu hy-
drolysieren und die Reverse Transkriptase zu inaktivieren.Bis zur Durchführung
der real-time PCR wurden die cDNA-Proben bei -20◦C gelagert.
4.8.7 Durchführung der quantitativen real-time PCR
Verwendet wurde ein Thermocycler von Roche Applied Science (ABI PrismR© 7000
Sequence Detection System). Für Angaben zu den verwendetenOligonukleotiden
s. Abschnitt 3.2.
Für die quantitative real-time PCR wurde das SYBR Green-Kit von SuperAr-
ray verwendet. Dazu wurden die Reaktionsgefäße (Thermo-Strips, Thermo Fisher
Scientific Inc.) folgendermaßen befüllt:
Lösung Menge (für eine Probe)







Der Programmlauf war folgendermaßen: Nach initialer Erhitzung auf 95◦C für 15min


















Abbildung 18: Standardkurve, hier bei-
spielhaft für RV N-RNA. Ct: Threshold
Cycle; ICN: initial copy numbers
Die Auswertung der real-time PCR-
Daten geschah im Falle des geno-
mischen RV Nukleokapsid-Gens mit
Hilfe einer Standardkurve. Diese lag
aus vorhergegangenen Versuchen be-
reits vor und ermöglichte uns eine
absolute Quantifizierung. Sie wurde
nach folgendem Schema berechnet:
Ein Realtime-PCR-Lauf mit RNA-
Proben, deren Verdünnung sich in
aufsteigender Reihe jeweils um eine Log-Stufe unterschied,wurde gestartet. An-
schließend wurde die Standardkurve konstruiert, indem derdekadische Logarith-
mus der Anzahl der ursprünglichen RNA-Kopien (ICN: initial copy numbers) gegen
den jeweiligen Ct-Wert (Threshold Cycle) aufgetragen wurde.Der Ct-Wert bezeich-
net den Anfang der Phase des exponentiellen Wachstums der Amplifikationskur-
ve. Durch die aus diesen Werten interpolierte Geradengleichung der Standardkurve
x=(Ct-b)/m konnte nun für jede unbekannte Probe der dekadische Logarithmus der
initialen Kopienzahl log(ICN) bestimmt werden (s. Abb. 18).
Die Quantifizierung der Zytokin-mRNA hingegen erfolgte relativ zu den nicht-
infizierten Kontrolltieren, wobei die ubiquitär vorhandene ribosomale 18s RNA
als Referenz herangezogen wurde. Die Quantifizierung erfolgte mittels der∆∆Ct-
Methode. Dazu berechnete sich∆∆Ct als Differenz zweier∆Ct-Werte:
∆Ct =CtGen X−CtGen Re f
∆∆Ct = ∆CtVirus−∆CtKontrolle
Das Referenzgen (Gen Ref) war in diesem Falle 18s rRNA. Als Ausdruck der
n-fachen Expression von Gen X eines Tieres in der Virus-Gruppe gegenüber jener
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Expression in der Kontrollgruppe wurde der Expressionsfaktor EF folgendermaßen
berechnet:
EF = 2−∆∆Ct
Als Basis dieses Terms wurde 2 eingesetzt, weil bei einer Effizienz der Amplifika-
tion von 100% bei jedem Zyklus eine Verdopplung des Templatsst ttfindet.
4.9 Signifikanzprüfung
Die Durchführung der Signifikanzprüfung wird hier am Beispiel d r VNA-Titer so-
wie der Ergebnisse der quantitativen Realtime-PCR bezüglichder RV-Nukleokapsid-
RNA dargestellt.
4.9.1 VNA-Titer
Um zu überprüfen, ob der Unterschied in der VNA-Produktion vSPBN- und
SPBN-DOG4-infizierten Tieren signifikant ist, wendeten wir den Student’schen t-
Test für unabhängige Stichproben an. Wir überprüften die NullhypotheseH0: Der
VNA-Titer der mit SPBN-DOG4-infizierten Tiere ist größer alsder jener der Tiere,











erhielten wir als Prüfgröße t = 2,18 (n = 14, weil pro Gruppe 14Zellkolonien be-
wertet wurden; Arithmetisches Mitteld = 0,91; Stichproben-Standardabweichung
σ = 1,56). Aus der t-Tabelle (t(q)-Verteilung) geht hervor, dass t(0,95;13) = 2,16
(t(n-α;n-1)). Weil t>t(0,95;13) kannH0 bei einem Signifikanzniveau vonα ≤5%
nicht abgelehnt werden – der VNA-Titer der mit SPBN-DOG4 infizierten Tiere ist
also signifikant höher als der mit SPBN-DOG4 infizierten Tiere.
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4.9.2 Quantitative Realtime-PCR
Nach gleichem Schema wurde bei der Signifikanzprüfung der mittels quantitativer
real-time PCR quantifizierter RV-Nukleokapsid-RNA vorgegane . Wir überprüf-
ten die NullhypotheseH0: „Der Unterschied in der Virus-Last der beiden Gruppen
ist nicht signifikant“ sowie die AlternativhypotheseH1: „Die Virus-Last der mit
SPBN bzw. SPBN-DOG4 infizierten Tiere ist unterschiedlich“. Wir berechneten
den t-Wert für zwei unabhängige Stichproben mit t = 3,64. Ausder Student’schen
Tabelle konnte nun wiederum der t-Wert fürt(1− α2 ;n+m−2) entnommen werden:
t(0,975;4) = 2,78. Weil |t| > t(0,975;4) ist, verwarfen wir die Nullhypothese zuguns-
ten der Alternativhypothese bei einem Signifikanzniveau von α ≤ 5%. Der Unter-
schied der VNA-Titer der mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 infizierten Tiere ist also
signifikant unterschiedlich (p≤ 0,05).
4.9.3 Weitere Signifikanzprüfungen
Entsprechend den dargestellten Beispielen wurde auch mit der Signifikanzprüfung
der übrigen PCR-Ergebnisse sowie der Ergebnisse der optischen Quantifizierung
immunhistochemischer Färbungen verfahren.
Zur statistischen Signifikanzprüfung der Körpergewichts-sowie der Überlebens-
kurven nach Kaplan-Meier wurde die Statistiksoftware GraphPad Prism verwendet.
Im Falle der Gewichtskurven wurde dabei für die einzelnen Zeitpunkte ein Stu-
dent’scher t-Test für unabhängige Stichproben angewendet, um die Unterschiede
des mittleren Körpergewichts der beiden Gruppen SPBN und SPBN-DOG4 auf Si-
gnifikanz zu prüfen. Bei den Überlebenskurve wurde der Unterschied der Überle-
benszeit beider Gruppen mittels Logrank-Test auf Signifikanz überprüft.
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5 Ergebnisse
5.1 Auswirkung unterschiedlicher Infektionsrouten auf di e Klinik
der Infektion
Bei der Infektion von Mäusen wurden die verwendeten Viren intranasal (i.n.) in-
okuliert. Dieser Weg der Infektion ist ein eher experimenteller Weg, der aber den
Vorteil hat, dass einerseits auch RV-Stämme, die sich bei der Gabe in den Mus-
kel als apathogen erweisen, ins ZNS eingebracht werden können u d zum Anderen
das Auftreten von Krankheitssymptomen zeitlich sehr homogen in einzelnen Ver-
suchsgruppen auftritt. Unter Verwendung dieses Infektionsweges analysierten wir
die Infektiosität und Pathogenität der zwei RV-Stämme SPBN und SPBN-DOG4.
Infektionsversuche, bei denen die beiden Stämme in den Muskel inokuliert wur-
den, zeigten, dass nur aufgrund des Austausches des Glykoproteins der SPBN-
DOG4-Stamm hochpathogen war und zu einer RV-Erkrankung führte, wohingegen
der SPBN-Stamm apathogen war und keine RV-Erkrankung auslöste (s. Abb. 19 B).
Im Gegensatz zu diesem peripheren Infektionsweg erwiesen sich beide RV-Stäm-
me (SPBN und SPBN-DOG4) bei i.n. Inokulation als pathogen. Messungen des
Körpergewichts zeigten am Tag 6 nach Infektion eine deutliche Abnahme (s. Abb.
20). Der ehemals apathogene SPBN-Stamm führte erstaunlicherweis zu einer si-
gnifikant stärkeren Gewichtsabnahme der Tiere als der SPBN-DOG4-Stamm. Trotz
der unterschiedlichen Gewichtsabnahmen zeigten sich in beiden Versuchsgruppen
klinische Symptome einer Rabies-Erkrankung im präfinalen Stadium. Diese sind
Dehydratation, Apathie, Verhaltensauffälligkeiten sowie Koordinationsstörungen (vgl.
Abschnitt 4.3). Die anhand einer Kaplan-Meier-Kurve berechneten mittleren Über-
lebensraten zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen den zwei Versuchs-
gruppen. Die mittlere Überlebenszeit für SPBN betrug 9 Tage p.i., die für SPBN-


















































Abbildung 19: Analyse der Überlebenswahrscheinlichkeit von Mäusen nachi.n.
(A) sowie i.m. (B) Infektion mit SPBN und SPBN-DOG4 mittels Kapln-Meier-
Analyse.⋆⋆p≤ 0,005 (in A: n=10, in B n=5). B: Daten nach M. Bertoune und B.
Dietzschold, mit freundlicher Erlaubnis.
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Abbildung 20: Verlauf der Entwicklung des Körpergewichts nach i.n. infektion mit
SPBN und SPBN-DOG4. Dargestellt sind prozentuale Änderungendes mittleren
Körpergewichts im Verlauf der Infektion, bezogen auf das mittlere Körpergewicht
± Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Das Körpergewichtwurde am Tag 0 (Tag
der Infektion) rechnerich auf 100% gesetzt. Die Kreise markieren die Zeitpunkte,




Um zu untersuchen, ob die beobachteten Unterschiede in der mittleren Überlebens-
zeit auf unterschiedlich hohen Virusraten im ZNS beruhen, wurde die Anzahl an
RV-Partikeln im ZNS mittels quantitativer real-time PCR analysiert. Hierzu wur-
den frontale Abschnitte ganzer Gehirne auf die Anwesenheitvon genomischen RV-
Äquivalenten gemessen. Diese molekulargenetisch gemessenen Äquivalente sind
Virus-RNA-Fragmente, die die Anzahl der Virus-Partikel direkt repräsentieren. Es
zeigte sich, dass ein umgekehrtes Verhältnis von Virus-Last und mittlerer Überle-
benszeit besteht: In den Gehirnen der mit SPBN infizierten Tiere waren signifikant
weniger Virus-Äquivalente nachzuweisen als in den Gehirnen der mit SPBN-DOG4




































Abbildung 21: Absolute Quantifizierung von genomischen RV-Äquivalentenpro
µgRNA mittels quantitativer PCR. Dargestellt sind die Mittelwerte, die Balken ge-
ben die Standardabweichung an. n = 3;⋆p≤ 0,05.
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5.2.2 Immunhistochemische Analyse
Bei der histologischen Auswertung mittels der hochauflösenden Hellfeldmikrosko-
pie zeigten sich morphologische Unterschiede in der subzellulären Verteilung von
RV-G zwischen den Virus-Stämmen SPBN und SPBN-DOG-4: Viren vom SPBN-
Stamm zeichnen sich dadurch aus, dass sie nur einen Teil der hppocampalen Neuro-
ne befallen, einer Struktur im ZNS, für die Rabies-Viren unterschiedlichster Stäm-
me eine hohe Präferenz aufweisen (s. Abb. 22 A). Weiterhin liegt das Glykoprotein
in der einzelnen mit SPBN infizierten Zelle homogen verteilt im Soma und den
Dendriten vor (s. Abb. 22 B). Die Expressionsspiegel des RV-Ginnerhalb eines
Neurons sind signifikant höher als die des SPBN-DOG4-Stammes.
Der SPBN-DOG4-Stamm zeichnet sich dadurch aus, dass er praktisch alle Neu-
rone im Stratum pyramidale des Hippocampus infiziert (s. Abb. 22 C). Allerdings
bleibt bei SPBN-DOG4 das Glykoprotein auf den Bereich des Somas beschränkt
und findet sich nicht in den Dendriten (s. Abb. 22 D). Damit zeigt sich eine ver-
gleichsweise niedrigere Expressionsrate des Glykoproteins vom Typ SPBN-DOG4
in der einzelnen Zelle (s. Abb. 23).
Bei Infektion mit SPBN-DOG4 ist aufgrund der ubiquitären Expression in allen
hippocampalen Neuronen die Menge an Glykoprotein im gesamten Hippocampus
signifikant erhöht gegenüber der im SPBN-infizierten Tier (s.Abb. 24). Gleiches
gilt für die Quantifizierung des RNP-Komplexes. Auch hier istdie Menge an RNP
in den SPBN-DOG4-Tieren signifikant gegenüber der in den SPBN-Tieren erhöht
(s. Abb. 24).
Auf zellulärer Ebene zeigten sich auch Unterschiede in den Expressionsspiegeln
von RNP, die denen des RV-G ähnelten: Die Zelluläre Expression von RNP zeigte
sich in der SPBN-Gruppe gegenüber der SPBN-DOG4-Gruppe erhöht. Ein signifi-
kanter Unterschied konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Damit unterstützt die semiquantitative Bildanalyse die bereits in der quantita-
tiven Bildanalyse ermittelten Unterschiede in der Virus-Last von mit SPBN und
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Abbildung 22: Repräsentative immunhistochemische Färbung des RV-
Glykoproteins (RV-G) im Hippocampus von Mäusen, die mit SPBN(A, B)
bzw. SPBN-DOG4 (C, D) i.n. infiziert wurden. Bemerkenswert ist de starke RV-G
Expression einzelner Neurone bei Infektion mit SPBN und die diffus über beinahe
alle Neurone verbreitete RV-G Expression bei Infektion mitSPBN-DOG4. B und
D stellen stärker vergrößerte Ausschnitte der mikroskopischen Aufnahmen A und
C dar.
SPBN-DOG4 infizierten Tieren. Ein bedeutender Befund im Hinblick auf die Vor-
stellung, dass niedrigere Virus-Last und niedrigere Glykoprotein-Spiegel zu einer
erhöhten Pathogenität des jeweiligen Virus-Stammes beitragen, ist, dass klar diffe-
renziert werden muss zwischen der Virus-Last im gesamten Gehirn und der Virus-
Last innerhalb einzelner Neurone. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine all-
gemein geringe Virus-Last nicht unmittelbar auch bedeutet, dass die Synthese von










































Abbildung 23: Semiquantitative Bildanalyse der RV-RNP-Expression sowie der
RV-G-Expression auf zellulärer Ebene. Auswertung von jeweils 120 einzelner, im-
munhistochemisch gefärbter Neurone. Die RNP-Expression zeigt eine direkte Kor-











































Abbildung 24: Semiquantitative Bildanalyse der Expression von RNP und RV-G
im Hippocampus nach i.n. Infektion von Mäusen mit SPBN bzw. SPBN-DOG4.
Kontrolle: Nicht infizierte Kontrolltiere. Bei den nicht infizierten Kontrolltieren wa-
ren keine viralen Proteine nachweisbar; die entsprechenden Balken wurden deshalb
nicht dargestellt. n = 4;⋆p≤ 0,05; ⋆⋆p≤ 0,01.
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Abb. 25 zeigt Zellen des Hippocampus einer mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 in-
fizierten Maus bei 600-facher Vergrößerung. Es handelt sichhierbei um eine Fo-
tomontage, die aus zwei Aufnahmen derselben, doppelt gefärbt n Zelle entstand.
Die grüne Fluoreszenz markiert die RV-G-Expression. Die RNP-Färbung wurde
mittels Hellfeld-Mikroskopie aufgenommen – die ursprünglich schwarze Färbung
wurde digital in Falschfarben umgewandelt und ist hier rot dargestellt. Die zwei
Bilder wurden dann überlagert, so dass das Verteilungsmuster von RNP- und RV-
G-Expression auf zellulärer Ebene veranschaulicht wird.
Abbildung 25: Doppelmarkierung der RNP- (rot) und RV-G- (grün) Expressionauf
zellulärer Ebene. Abgebildet sind Neurone des Hippocampus, die mit SPBN (A)
bzw. SPBN-DOG4 (B) infiziert wurden. Die beiden mikroskopischen Aufnahmen
wurden aus jeweils zwei Fotos derselben Zelle zusammengesetzt. Diese wurden di-
gital überlagert, so dass die Verteilung der RNP- und RV-G-Expression auf zellulä-
rer Ebene verdeutlicht wird. Die RNP-Färbung wurde mittels Hellfeld-Mikroskopie
aufgenommen und die ursprünglich schwarzen signalintensiv Bereiche wurden
digital in Falschfarben umgewandelt (rot) und dieses Bild über das fluoreszenzmi-
kroskopisch aufgenommene Bild der RV-G-Färbung gelagert.
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5.3 Analyse der Immunantwort
Da die Pathogenität eines RV-Stammes auch darüber bestimmtwird, wie immuno-
gen dieser Virus-Stamm ist, wurde der Titer an Virus-neutralisierenden Antikörpern
(VNA) in den zwei mit den unterschiedlichen Viren infizierten Mäusen quantifiziert.
Es ist bekannt, dass gegen das Glykoprotein gerichtete VNA im Rahmen einer hu-
moralen Immunantwort gebildet werden. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da
in der Regel das Virus durch einen Biss in Haut oder Muskel in diePeripherie des
Wirtes eindringt. VNA hemmen dann die retrograde Ausbreitung der Viren zum
ZNS. Wir analysierten, ob und in welchem Maße VNA gebildet werden, wenn das
Virus über den intranasalen, ZNS-nahen infektionsweg direkt ns Gehirn gelangt.
Darüber hinaus stellten wir die Frage, ob ein erhöhter Titeran VNA einen Einfluss
auf die mittlere Überlegenszeit der ansonsten für beide Virus-Stämme letalen Er-
krankung ausübt. Die Bestimmung der Titer von VNA im Serum infiz erter Tiere
ergab, dass beide Virus-Stämme die Bildung von VNA induzierten. Allerdings war
der Spiegel der VNA in den mit SPBN-DOG4 infizierten Tieren signifikant erhöht
gegenüber denen der mit SPBN infizierten Tiere. Gegenüber denKontrolltieren bil-
den die mit SPBN infizierten Mäuse keinen signifikanten VNA-Titer (s. Abb. 26).
Erhöhte VNA-Spiegel korrelieren somit mit der beobachteten, längeren mittleren
Überlebenszeit der mit SPBN-DOG4 infizierten Tiere.
Ein VNA-Assay dient der Bestimmung der VNA-Titer im Serum nach RV-Infek-
tion (zur Durchführung s. Abschnitt 4.4, zur Auswertung s. Abschnitt 4.4.6). Wir
berechneten die Mittelwerte der VNA-Titer, die aus den einzl en Serum-Proben
bestimmt wurden. Die nebenstehende Abbildung veranschauli t, dass die VNA-
Produktion der mit SPBN-DOG4 infizierten Tiere signifikant gegenüber der mit
SPBN infizierten Tiere erhöht ist. Gegenüber den Kontrolltieren bilden die mit
SPBN infizierten Mäuse keinen signifikanten VNA-Titer (s. Abb. 26).
Die Anwesenheit von VNA in beiden Versuchsgruppen bedeutetab r auch, dass
in beiden Tieren eine Immunreaktion erfolgt, die möglicherw ise auch direkt im




















Abbildung 26: Mittelwerte der VNA-Titer bestimmt aus den Seren von nicht-
infizierten Kontrolltieren sowie von mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 infizierten Mäu-
sen. Die Proben wurden direkt vor dem Tod entnommen und die VNA-Titer in Be-
zug auf das WHO Standard-Serum berechnet. n = 7;⋆p≤ 0,05. Die Balken kenn-
zeichnen die Standardabweichung.
prägung lokaler Entzündungen im ZNS wären denkbar. Um lokale, das Immun-
system regulierende Entzündungsreaktionen quantitativ nchzuseisen, wurden die
mRNA-Spiegel von IL-6, IL-10, IFN-β sowie der IFN-γ in Hirn-Homogenaten der
jeweils anterioren Hälfte des Gehirns bestimmt. Es zeigte sich, dass alle untersuch-
ten Zytokin-mRNA durch die Virus-Infektion induziert bzw. im Falle von IL-6 er-
höht waren (s. Abb. 27). Die am stärksten erhöhte mRNA war die für IFN-β. Si-
gnifikante Unterschiede zwischen den mRNA-Spiegeln von mit SPBN und SPBN-
DOG4 infizierten Hirnen zeigte sich für IL-6. IL-10 sowie dieInterferon-mRNA
für IFN-β und IFN-γ waren nicht signifikant unterschiedlich zwischen den zwei
Versuchsgruppen. Dies lässt vermuten, dass die Virus-Infektion im ZNS im We-
sentlichen unabhängig vom Virus-Stamm zur Synthese von Entzündungsabhängi-
ger Zytokin-mRNA führt.
Die Quantifizierung der Zytokin-mRNA für IL-6, IL-10, IFN-β sowie der IFN-γ
erfolgte relativ zur ubiquitär vorkommenden 18s RNA (s. Abb.27 B). Zur RNA-
Gewinnung wurden jeweils die anterioren Hälften der Gehirne von Mäusen ver-
wendet, die i.n. mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 infiziert worden waren. Der mean
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fold change (f.c.) beschreibt dabei den tatsächlich gemessen n Unterschied zwi-


































Abbildung 27: Die Quantifizierung der IL-6, IL-10, IFN-β sowie der IFN-γ mRNA
erfolgte relativ zur 18s RNA in mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 infizierten Gehirnen.
Deren Werte sind als mean fold change (f.c.) in Relation zu nicht infizierten Tieren
dargestellt, die Balken geben die Standardabweichung an. n =3; ⋆p≤ 0,05.
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5.3.1 Glia-Aktivierung
Neben der im Wesentlichen durch Infiltration von Leykozyteng tragenen Entzün-
dungsreaktion im Virus-infizierten Gehirn stellt sich darüber hinaus die Frage nach
lokalen Abwehrreaktionen durch Makro- und Mikroglia.
Um eine mögliche Mikroglia- bzw. Astroglia-Aktivierung infolge der Infektion
nachzuweisen, wurden immunhistochemische Färbungen von Gehirnschnitten an-
gefertigt. Verwendung fanden dabei spezifische Antikörper, di gegen das Astrozy-
ten-spezifische GFAP (glial fibrilliry acidic protein) und gegen Iba-1 (ionized Ca2+
binding adapter 1) als Makrophagen- / Mikrogliamarker gerichtet waren. Die Hellfeld-
Bildanalyse der immunhistochemischen GFAP-Färbung zeigteein stärkere Ex-
pression von GFAP in beiden RV-infizierten Gehirnen, verglichen mit den nicht
infizierten Kontrolltieren (s. Abb. 28 A bis C). Eine semiquantitative Bildanalyse
mittels MCID im Bereich des Hippocampus ergab, dass die Immunreaktivität bei
Infektion sowohl mit SPBN als auch mit SPBN-DOG4 gegenüber dennicht infi-
zierten Kontrolltieren signifikant erhöht war (s. Abb. 29).
Um die Mikroglia-Aktivierung zu verifizieren, wurden morphologische Verände-
rungen erfasst; Orientierung bot dabei die etablierte Klassifikation [11], basierend
auf zytomorphologischen Strukturmerkmalen. Im ZNS nicht infiz erter Kontroll-
tiere exprimieren Mikroglia-Zellen den typischen Phänotyp ramifizierter Mikroglia
mit kleinem Soma und dünnen Fortsätzen (s. Abb. 28 F). In den Ghirnen aller
infizierten Tiere war die Mikroglia aktiviert, d.h. die Zelln zeigten vergrößerte,
dichtere Somata und vermehrte, verdickte Fortsätze (s. Abb28 D und E). zudem
war der Anteil Iba-1-positiver Zellen im Vergleich zu nichtinfizierten Kontrolltie-
ren signifikant erhöht (s. Abb. 28 D bis F). Die semiquantitative MCID-Bildanalyse
des Hippocampus zeigte eine signifikante Erhöhung der Iba-1-Expression im ZNS
von mit SPBN-DOG4 infizierten Mäusen sowohl gegenüber mit SPBNinfizierten
Mäusen als auch gegenüber nicht infizierten Mäusen (s. Abb. 29).
In Zusammenhang mit einer verlängerten Überlebenswahrscheinlichkeit von Mäu-
sen, die i.n. mit SPBN-DOG4 infiziert wurden, legen diese Daten nahe, dass auch
die Ausprägung der lokalen Glia-Antwort den Progress der Erk ankung verzögern
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kann.
Anhand einer mathematischen linearen Korrelation der RNP- und Iba-1-Expression
ergab sich eine direkte Abhängigkeit von Gesamt-Viruslastund Aktivierungsgrad
der Mikroglia, wobei die Viruslast geringer ist, je stärkerdie erfasste Mikroglia
ausfällt.
Abbildung 28: Repräsentative immunhistochemische Färbung von GFAP bei ge-
ringer (A, B, C) und von Iba-1 bei starker Vergrößerung (D, E, F). Aufnahmen
im Bereich des Hippocampus von mit SPBN (A, D) bzw. SPBN-DOG4 infizierten
Mäusen (B, E). Im Vergleich dazu nicht infizierte Kontrolltiere (C, F).
Mit den gewonnenen Daten führten wir mehrere Einzelwertanalysen durch und
konnten dabei eine lineare Korrelation der RNP- und der Iba-1-Expression feststel-
len, was auf eine direkte Korrelation von Gesamt-Viruslastund Mikrogliaprolifera-















































Abbildung 29: Semiquantitative Bildanalyse der Expression von Iba-1 als
Mikroglia- und GFAP als Astroglia-Proliferationsmarker im Hippocampus nach i.n.
Infektion von Mäusen mit SPBN bzw. SPBN-DOG4. Kontrolle: Nicht infizierte

















Abbildung 30: Einzelwertanalyse: Linearer Zusammenhang zwischen RNP- und
Iba-1-Expression im Hippocampus. Interpolationsmethode: Methode der kleinsten
Quadrate (ordinary least squares, OLS) mittels Gnuplot. Angegeben ist jeweils die
Immunsignal-positive Fläche inµm2 pro 100µm2 Gewebefläche.
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5.3.2 T-Zell Infiltration
Zum Nachweis einer eventuell vorhandenen T-Zell-Infiltration ins ZNS führten wir
CD3-Färbungen durch. Dabei konnte weder bei mit SPBN noch mit SPBN-DOG4
infizierten Tieren ein im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöhtes Vorhandensein CD3-
positiver Zellen festgestellt werden. Es wird demnach weder bei Infektion mit SPBN
noch mit SPBN-DOG4 eine T-Zell-Infiltration des ZNS induziert.
A B C
Abbildung 31: Giemsa-Färbung von Gefäßen im Bereich des Lemniscus medialis
zur Darstellung einer eventuellen paravasalen Zellinfiltration ins ZNS. Diese konn-
te nicht nachgewiesen werden. Alle Aufnahmen in gleichen Maßst b bei ca. 400-
facher Vergrößerung. A: Infektion mit SPBN, B: Infektion mit SPBN-DOG4, C:
nicht-infiziertes Kontrolltier.
5.3.3 Apoptose-Nachweis
Zur Klärung der Frage, ob die Induktion von Apoptose ein pathogenetisches Merk-
mal einer der von uns untersuchten RV-Stämme ist, wurde eineTUNEL-Färbung
durchgeführt. Als Positivkontrolle diente dabei ein Ischämiegeschädigtes Gehirn ei-
ner Maus. Es ist sowohl die zerebrale Ischämie ein etabliertes Modell zur Induktion
von Apoptose wie auch die TUNEL-Färbung zum Nachweis derselben [16,73,142].
Weder bei SPBN- noch bei SPBN-DOG4-infizierten Tieren konnte ein ähnliches
Färbungsmuster wie bei der Positivkontrolle festgestelltwerden. Wir schließen dar-
aus, dass bei i.n. Infektion weder mit SPBN noch mit SPBN-DOG4 Apoptose im
ZNS induziert wird.
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Abbildung 32: TUNEL-Färbung: Ischämiegeschädigtes Gehirn als Positiv-
Kontrolle (A und B). Aufnahmebereich: Kortex in 100-facher (A) und 400-facher
Vergrößerung. Deutlich sind apoptotische Zellen im Bereichdes ischäischen Are-
als (Ischämisches Gewebe, IG) erkennbar. Abgegrenzt durchdie Penumbra (Pn)
ist vitales Gewebe (VG) in Aufnahme A zu sehen. Aufnahmen C und D zeigen
das Gehirn einer i.n. mit SPBN (C) und SPBN-DOG4 (D) infizierten Maus in je-
weils gleichem Maßstab. Weder in Aufnahme C noch in AufnahmeD zeigt sich
das Ischämie-typische Färbemuster wie in Aufnahme A bzw. B. CA2: Regionen
2 des Hippocampus (Cornu ammonis); Ctx: Kortex; IG: ischämisch geschädigtes
Gewebe; VG: vitales Gewebe; Pn: Penumbra.
5.3.4 Autophagie
Mittels immunhistochemischer LC3B-Färbung können Autophagosomen sichtbar
gemacht werden. Finden autophagosomale Prozesse statt, sobilden diese spezifi-
sche morphologische Formationen. Als Positivkontrolle diente Glioblastomgewebe
(im ZNS einer Maus, B/H-fixiert). Die im Referenzgewebe gefunde en spezifischen
Autophagosomen-Anordnungen ließen sich jedoch in den mit SPBN bzw. SPBN-
DOG4 infizierten Gehirnen nicht regelmäßig beobachten, so da s sich aus unseren
Beobachtungen keine eindeutige Aussage bezüglich der Induktion von Autophagie
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formulieren lässt.
Nachfolgend sind in Abb. 33 die gewonnenen Daten noch einmalin übersichtli-
cher, tabellarischer Form dargestellt.
Abbildung 33: Zusammenfassung der Ergebnisse: Überlebenszeit, RV genomi-
sche Äquivalente sowie RV-G im gesamten ZNS verglichen mit der zellulären
Expressionsrate. Des weiteren sind die Glia-Aktivierung ud die Zytokin-mRNA-
Expression dargestellt. RV-G bzw. RNP beziehen sich auf die jeweilige neurona-
le Proteinexpression. Signifikante Unterschiede der beiden mit SPBN bzw. SPBN-
DOG4 infizierten Gruppen wurden folgendermaßen gekennzeichn t: n.s.: nicht si-
gnifikant; + nachweisbar, ++ vermehrt nachweisbar, +++ stark ve mehrt nachweis-
bar;⋆p≤ 0,05; ⋆⋆p≤ 0,01.
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6 Diskussion
Im Gegensatz zu RV-Wildtyp-Stämmen, welche unabhängig vonihrer Inokulati-
onsroute hochpathogen sind, unerscheiden sich RV-Laborstämme insbesondere bei
peripherer Infektion stark in ihrer Pathogenität. Es ist bekannt, dass das Glykopro-
tein für die Pathogenität eines RV-Stammes eine Zentrale Bedeutung hat. Es be-
stimmt den Gewebetropismus, die Neuroinvasivität sowie die Stärke der Immunre-
aktionen [36,40,50,97]. Dies trifft insbesondere bei periherer Inokulation in Haut
oder Muskel zu, wie es bei Kratz- oder Bisswunden vorkommt. Hochgradig attenu-
ierte RV-Stämme sind dagegen nicht befähigt, bei peripherer Inolulation eine RV-
Erkrankung auszulösen. Dennoch sind viele attenuierte RV-Stämme pathogen, so-
bald sie mittels experimenteller Infektionsroute (i.n. oder i.c.) direkt ins ZNS inoku-
liert weden. Der Unterschied zwischen attenuierten und pathogenen Rabies-Viren
in Bezug auf ihre Fähigkeit, das ZNS von einer peripheren Inokulationsstelle aus zu
infiltrieren, basiert nicht nur auf ihrem unterschiedlichen Neurotropismus, sondern
auch auf der viralen Replikations- und der Glykoprotein-Expressionsrate [50].
Die Ergründung möglicher zugrundeliegender Mechanismen,die dazu führen
dass sich ein RV-Stamm mehr oder weniger pathogen verhält, sobald er das ZNS er-
reicht hat, ist von grundlegender Bedeutung für das Verständnis der RV-Erkrankung
und für die Entwicklung neuer Postexpositions-Behandlungsmethoden, welche auch
noch in fortgeschritteneren Erkrankungsstadien angewendet werden können. Es sei
an dieser Stelle erwähnt, dass neben RV-G auch das RV-Matrixprotein einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Ausbreitungsverhalten der Virn im ZNS sowie deren
Replikationsstärke haben muss [144]. Die Einflüsse des Glykoproteins sind bislang
jedoch besser belegt.
Durch den Austausch der Glykoprotein-Gensequenz des apathogenen RV-Labor-
stammes SPBN durch die des pathogenen Wildtyp-Stammes DOG4 konnten die
Neuroinvasivität und die Pathogenität dieses Stammes (fortan bezeichnet als SPBN-
DOG4) deutlich erhöht werden, was sich in einer 30%-igen Mörtalitätsrate bei pe-
ripherer i.m. Infektion wiederspiegelte. Dieses Ergebnisstimmt mit früheren Beob-
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achtungen der zentralen Rolle des RV-G für die Pathogenität bei peripherer Inoku-
lation überein [36]. Die Erhöhung der Mortalität auf 30%, jedoch nicht auf 100%
legt nahe, dass RV-G ein essenzieller, allerdings nicht derall inige Faktor ist, der
die Pathogenität des RV bestimmt. Dies wurde bereits für denWildtyp-RV-Stamm
SHBRV-18 gezeigt [50].
Bei der i.n. Inokulation gelangt das RV über den Nervus olfactorius direkt ins
ZNS [95]. Denkbar ist auch auch, dass die Viren über den Nervus trigeminus ins
ZNS übertreten. Der Vorteil dieser experimentellen Infektionsroute ist, dass die In-
vasion des ZNS unabhängig von der Neuroinvasivität des Virus-Stammes erfolgt. Es
werden dadurch die Infektionshindernisse wie das Überspringen der ersten Synap-
se vom peripheren Nerven auf das Rückenmark sowie periphere Immunreaktionen
umgangen. Dadurch ergibt sich die Möglichkeit, das virale Ausbreitungsverhalten,
neuronale Veränderungen und lokale Immunreaktionen zwischen hochpathogenen
und weniger pathogenen Virusstämmen im ZNS direkt vergleichen zu können. Auf
diese Weise kann untersucht werden, ob Unterschiede in der Pathogenität verschie-
dener Virus-Stämme ausschließlich durch periphere oder zusät lich durch spezifi-
sche Einflüsse auf Neurone oder Gliazellen des ZNS hervorgerufen werden.
Eine Virus-Replikation im ZNS stimuliert die Hypothalamus-Hypophysen-Neben-
nieren-(HHN)-Achse [10,164]. Dies wurde auch für pathogene RV-Stämm nachge-
wiesen, ebenso deren regelrechte Infektion des Hypothalamus [156, 172], was zu
einer erhöhten Produktion von Steroidhormonen führt [172]. Es ist anzunehmen,
dass bei Infektion mit Rabies-Viren vom Stamm SPBN die HHN-Achse stärker
stimuliert wird als als bei Infektion mit SPBN-DOG4. Dies kann die verminderte
zerebrale Inflammation sowie den stärkeren Gewichtsverlust der mit SPBN infizier-
ten Mäuse erklären. Zur Verifikation dieser These könnten inweiteren Versuchen
ACTH und Cortisol im zeitlichen Verlauf nach Infektion mit SPBNbzw. SPBN-
DOG4 bestimmt werden.
Durch die Verwendung der experimentellen i.n. Infektionsrute erreichte die Mor-
talitätsrate für beide RV-Stämme gleichermaßen 100%. Bei andere attenuierten
RV-Stämmen war dieses Verhalten nicht zu beobachten: Der RV-Stamm CVS-F3
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wurde von immunkompetenten Mäuse innerhalb von 8 bis 10 Tagen nach i.n. Infek-
tion durch Induktion einer Immunreaktion einschließlich der Produktion von VNA
aus dem ZNS beseitigt. Diese VNA-Produktion ist ein entscheidender Faktor, einem
letalen Verlauf der RV-Infektion entgegenzuwirken [70].
Im Jahre 2002 beschriebem Faber et al. die positive Korrelation von Glykoprote-
inexpression und VNA-Produktion [49]. Dieser Effekt war zum einen bei verschie-
denen Mengen an inokulierten Viren erkennbar, zum anderen führte aber auch die
erhöhte Glykoprotein-Expression des modifizierten Rabies-V rus-Stammes SPBNGA-
GA gegenüber einem Stamm mit geringerer Glykoproteinexpression (SPBNGA)
zur Ausbildung eines höheren VNA-Titers. Zusätzlich wurdeeine signifikant grö-
ßere Überlebensrate der mit SPBNGA-GA infizierten Tiere beobachtet, was je-
doch nicht nur durch den höheren VNA-Titer erklärbar ist – denn wie wir be-
obachten konnten schützt ein erhöhter VNA-Titer allein nicht vor einem letalen
Ausgang der Infektion. In Übereinstimmung mit den Beobachtungen von Faber et
al. konnten auch wir bei einer erhöhten Gesamt-RV-G Expression einen erhöhten
VNA-Titer messen. Dementsprechend wiesen auch Morimoto etal. eine inverse
Korrelation von RV-G-Expression und Pathogenität nach [120]. Die erhöhte RV-
G-Expression führt zu einer erhöhten Immunogenität, d.h. ein RV-Stamm mit hoher
RV-G-Expression wird vom Immunsystem eher „erkannt“ [49].Eine erhöhte RV-G-
Expression kann zelluläre Stressreaktionen anstoßen [48], wodurch u.a. Apoptose
induziert werden kann [52]. Pathogene RV-Stämme könnten Immunreaktion also
aktiv durch eine gedrosselte RV-G-Expression unterlaufen. In dieser Hinsicht wur-
den bereits mehrfach Überlegungen einer möglichen Immunevasion (aktive Umge-
hung von Immunreaktionen) durch das RV publiziert [98,178].
In Bezug auf die Infektion mit SPBN bzw. SPBN-DOG4 kann gesagt werden,
dass keiner dieser beiden RV-Stämme eine adäquate Immunreaktion uslöste, wenn-
gleich beide Stämme eine Mikroglia-Reaktion provozierten und SPBN-DOG4 auch
eine signifikante VNA-Produktion induzierte. Die von uns inden mit SPBN-DOG4
infizierten Tieren beobachteten, im Vergleich zur SPBN-Gruppe höheren VNA-
Titer, die verstärkte Mikroglia-Antwort und der spätere Eintritt des Todes stim-
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men mit früheren Beobachtungen überein, denen zufolge antivirale Immunreak-
tionen Morbidität und Mortalität (bzw. die mittlere Überleb nszeit) beeinflussen.
Wahrscheinlich sind aktivierte Mikroglia-Zellen in den mit SPBN-DOG4 infizier-
ten Mäusen die Quelle erhöhter zerebraler IL-6 mRNA-Spiegel[186]. Möglicher-
weise führt IL-6 durch einen proinflammatorischen Effekt zueiner Verzögerung des
Krankheitsprozesses. Eine Erklärungsmöglichkeit diesesscheinbaren Widerspruchs
ist, dass sich Zytokinspiegel im zeitlichen Verlauf schnell v rändern. Auch in ver-
schiedenen Regionen des ZNS (Kortex, Zerebellum) können dieZytokinspiegel,
insbesondere des IL-6, stark voneinander abweichen und sich gegensinnig verän-
dern [138]. Um dies jedoch genauer zu verifizieren, müssten mhrere Proben im
zeitlichen Verlauf genommen werden.
Es konnte festgestellt werden, dass bei SPBN-DOG4-Infektion signifikant mehr
Neurone im ZNS befallen wurden als dies bei SPBN-Infektion immunhistologisch
beobachtet werden konnte. SPBN-DOG4 verbreitete sich dagegen stärker im ZNS
und führte vermutlich deshalb zu einer höheren Gesamt-Viruslast. Dennoch konnte
trotz der geringeren Ausbreitung von SPBN ein schwererer undschnellerer Krank-
heitsverlauf registriert werden. Da sowohl der VNA-Titer im Serum als auch die
Glia-Antwort bei Infektion mit SPBN-DOG4 gegenüber SPBN deutlich erhöht wa-
ren, kann angenommen werden, dass eine starke lokale Immunantwort im ZNS
mit einer verzögerten Krankheitsprogression vergesellschaftet ist und diese insofern
neuroprotektiv wirkt. Eine Erklärungsmöglichkeit dafür ist die verstärkte Mikroglia-
Aktivierung, der ein neuroprotektiver Einfluss zukommt [166]. Interessanterwei-
se zeigte sich in der SPBN-DOG4-Gruppe eine stärkere Immunantwort, obwohl
SPBN-DOG4 das Glykoprotein von einem pathogeneren Virus-Stamm besitzt.
Apoptose ist ein pathophysiologischer Mechanismus vielerneurotroper Viren
[119]; beschrieben ist dies auch für den hochgradig pathogenen Rabies-Virus-Stamm
CVS [78]. Für die RV-Infektion infolge einer peripheren Inokulation konnte ge-
zeigt werden, dass pathogene Viren das Immunsystem umgehenkönnen, indem sie
Apoptose in T-Zellen induzieren; infolge dessen können siesich ungehindert im
ZNS ausbreiten. Dahingegen erreichen apathogene RV-Stämme das ZNS nicht, da
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sie Apoptose in Neuronen des Rückenmarkes induzieren und eine w itere Ausbrei-
tung ins Gehirn damit ausbleibt [96, 97, 155]. Diese beiden Mechanismen werden
hauptsächlich durch das RV-G beeinflusst und sind auch eine Erklärungsmöglich-
keit für die Apathogenität der Viren des SPBN-Stamm bei i.m. Inokulation. Weni-
ger pathogene RV-Stämme exprimieren mehr RV-G wasin vitro zu einer erhöhten
Apoptoserate der infizierten Zellen führt [102,120,155]. Es konnte zudem durch den
rekombinanten RV-Stamm SPBNGA-GA der nachweis erbracht werden, dass eine
direkte Korrelation zwischen der Expressionsrate von RV-Gund dem Ausmaß der
induzierten Apoptose besteht: Dieser RV-Stamm bewirkt durch das Vorhandensein
zwei identischer Kopien der Glykoprotein-Gensequenz eineÜb rexpression dersel-
ben [49]. In der Regel wirkt sich die Apoptose infizierter Neurone positiv auf das
Überleben des Wirts aus [85]. Auch für RV-Infektionen wurdenachgewiesen, dass
eine Überexpression des RV-G in Neuronen Apoptose induziert, wodurch die trans-
synaptische Virus-Ausbreitung behindert wird [49]. Es istal o für den Verlauf der
Erkrankung entscheidend, welche Zellen von einer induzierten Apoptose betroffen
sind.
Es wurde gezeigt, dass bei i.m. Infektion 100% der mit SPBN infizierten Tiere
überleben [143]. Ebenso verhält es sich bei i.m. Infektion mit dem rekombinanten
Rabies-Virus-Stamm SN-10, der ebenfalls aus dem Vakzinestamm SAD B19 gene-
riert wurde [121]. Für SN-10 wurde ebenfalls eine Apoptoseinduktion in Neuronen
des Rückenmarks festgestellt [155]. In Zusammenschau mit der RV-G-abhängigen
Apoptoseinduktion kann nun angenommen werden, dass die spezifi che Glykopro-
teinexpression SPBN sowie SN-10 bei peripherer Inokulationaufgrund einer Apop-
toseinduktion daran hindert, das Gehirn zu erreichen. Vor allem T-Lymphozyten und
Mikrogliazellen sterben durch Apoptose, Virus-infizierteN urone hingegen eher
durch Nekrose [89]. Die in unserem Modell fehlende T-Lymphozyten-Infiltration
passt in diesem Sinne dazu, dass keine Apoptose beobachtet werden konnte.
Basierend auf unsereni vivo erhobenen Daten konnten wir die beschriebene
negative Korrelation zwischen RV-G-Expressionsrate auf zellulärer Ebene und der
Pathogenität eines RV-Stammes bezogen auf das Einsetzen klinischer Zeichen ei-
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ner RV-Erkrankung nicht nachvollziehen. Die Qunatifizierung auf zellulärer Ebene
ergab, dass von mit SPBN infizierten Neuronen mehr RV-G exprimie t wird und
gleichzeitig der Krankheitsprogress signifikant beschleunigt ist. Da wir keine Apop-
tosezeichen in diesen Neuronen finden konnten, nehmen wir an, dass diese positive
Korrelation zwischen zellulärer RV-G-Expression und der schnelleren Krankheits-
progression darin begründet liegt, dass eine Überexpression von RV-G den Zell-
stoffwechsel stört, was wiederum zu einer kürzeren Lebenszeit der infizierten Tiere
führt. Hinzu kommt, dass sich die Viren vom Stamm SPBNin vitro schneller repli-
zieren als jene vom Stamm SPBN-DOG4 (unveröffentlichte Daten von Frau Mirjam
Bertoune). Das Ausbleiben von Apoptose stimmt mit der Beobachtung an Men-
schen überein, bei deren RV-Erkrankung die Apoptose keine entscheidende Rolle
spielt [81].
Bei Betrachtung der Expression von RV-G im gesamten Gehirn lässt sich aller-
dings eine positive Korrelation mit der mittleren Überlebenszeit sowie dem Ausmaß
der Immunreaktionen nachweisen. Das RV-G des Stammes DOG4 gewährt, vergli-
chen mit SPBN, ein höheres Maß an Neuroinvasivität, was sich in einer höheren
Zahl infizierter Neurone und einer höheren Zahl genomischerÄquivalente wieder-
spiegelt. Da der Austausch der RV-G-Gensequenz im SPBN-Genom durch die von
DOG4 zu einer Abnahme der zellulären RV-G-Expression führte, die Expression
der Nukleoprotein (RV-N) mRNA und damit die Produktion von RNPnicht signi-
fikant unterschiedlich zwischen den RV-Stämmen SPBN und SPBN-DOG4 waren,
schließen wir daraus, dass die virale Gentranskriptionsrate nicht allein von inter-
genomischen Regionen abhängt [53], sondern dass vielmehr das RV-G-Gen selbst
einen entscheidenden Einfluss auf seine Expression hat [155]. Eine unterschiedli-
che Empfindlichkeit für microRNA mag der zugrundeliegende Mechanismus die-
ses Phänomens sein, was Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein könnte. Die
Restriktion der immunogenen RV-G-Expression kann als eine Strategie pathogener
RV-Stämme angesehen werden, Immunreaktionen des Wirts zu umgehen. Deshalb
sehen wir es als eine überraschende Entdeckung an, dass das RV-G des hochpatho-
genen RV-Stammes DOG4 mehr globale und lokale Immunreaktionen auslöst als
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das des attenuierten Stammes SPBN und damit die Überlebenszeit von mit SPBN-
DOG4 infizierten Tiere verlängert ist.
Die in dieser Arbeit präsentierten Daten unterstrreichen di Wichtigkeit, zwi-
schen der Expression von RV-Proteinen im gesamten Gehirn und in einzelnen Neu-
ronen zu unterscheiden; dies konnten wirin vivo nachweisen. Die Ausbreitung der
Viren, die zelluläre Glykoproteinexpression und die Aktivierung einer Immunant-
wort hängen von der Art des Glykoproteins ab. Des weiteren ist RV-G ein entschei-
dender Faktor für die Mikroglia-Aktivierung: Eine hohe zelluläre RV-G-Expression
geht mit einer geringeren Mikroglia-Proliferation und einr gesteigerten Progres-
sion der Erkrankung einher. Die Aufdeckung der Mechanismen, die es dem Wirt
erlauben, die virale Pathogenität zu attenuieren, können zur Entwicklung neuer The-
rapien für bei Rabies-Virus-Infektion führen.
7 Nachtrag: Überlegungen zur Therapie-Optimierung
Gemäß den vom Robert Koch-Institut (RKI) veröffentlichten Leitlinien ist bei ei-
ner Grad-III-Exposition (jegliche Bissverletzung oder Kratzwunden, Kontaminati-
on von Schleimhäuten mit Speichel durch ein tollwutverdächtiges oder tollwütiges
Wild- oder Haustier) einer nicht vakzinierten Person folgend rmaßen vorzugehen:
Zuerst erfolgt ein gründliches Waschen und Ausbürsten der Biss- oder Kratzwunde
mit Seifenlösung. Allein dadurch kann die Inzidenz der Erkrankung bereits um 65%
gesenkt werden [19]. Es folgen aktive Immunisierung und einmalig simultan mit der
ersten Impfung passive Immunisierung mit Rabies-Immunglobulin (20 IE/kg Kör-
pergewicht). Ein übliches Schema sind Impfungen an den Tagen 0, 3, 7, 14, 28 nach
der Exposition. Zudem sollte auch eine Tetanusprophylaxe erfolg n [152].
Ein großes Problem dieses Therapieschemas sind zum einen die Kosten. Die
Durchführung einer Postexpositionsprophylaxe (PEP) gemäß diesem, vom RKI emp-
fohlenen Schema kostet für eine Person rund 1000e (siehe nachfolgende Rechnung,
Tabelle 8). Die Kostenfrage ist insofern problematisch, als d ss 99% aller durch Ra-
bies verursachten menschlichen Todesfälle in Entwicklungsländern auftreten [188].
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Erschwerend kommen dort oft auch noch logistische Problemehinzu [88].
Medikament Preis pro Einzeldosis Appli-
kationen
Berirab (Rabies Immunglobulin) 788,63 – 896,58e 1
Rabipur (Rabies Vakzine) 42,10 – 51,07e 5
Gesamtpreis 999,13 – 1151,93e
Tabelle 8: Kostenberechnung für eine einzelne Rabies-Postexpositionspr phylaxe
für eine zuvor nicht vakzinierte Person (Stand 27.2.2008 [93]).
Wie der Kostenaufstellung in Tabelle 8 zu entnehmen ist, machen die Kosten für
das einmal verabreichte Immunglobulin rund 78% der Gesamtkosten der PEP aus.
Eine kostengünstigere Alternative für das Immunglobulin zu entwickeln wäre aus
humanitärer Sicht also hoch interessant.
Ein weiterer Nachteil der passiven Immunisierung ist das Interferenz-Phänomen.
Dietzschold et al. konnten nachweisen, dass die RV-spezifische B-Zell-Antwort von
Mäusen, denen monoklonale RV-Antikörper (mAb-C) injiziertwurden, dosisabhän-
gig supprimiert wurde [161]. Ebenso existieren Fallberichte über menschliche Toll-
wutopfer, die zuvor eine Postexpositions-Prophylaxe erhalten hatten. Dies ist eben-
so durch das Interferenz-Phänomen erklärbar: Durch das dabei verabreichtehete-
rologeImmunglobulin wurde eine aktive Ausbildung eines suffizienten Antikörper-
Titers verhindert. NeuereshomologesRabies Immunglobulin menschlichen Ursprungs
(Rabies Immune Globulin of Human Origin, RIGH) scheint diesenEffekt nicht her-
vorzurufen [92].
Neben der finanziellen Problematik ist denkbar, dass lange Anfahrtswege, wie
diese v.a. in ländlichen Regionen vorzufinden sind, betroffene Personen davon ab-
halten, die für eine suffiziente Postexpositionsprophylaxe erforderlichen 5 Dosen
Immunglobulin zu empfangen. Insofern wäre die Entwicklungeiner PEP, die nur
einmal verabreicht werden muss, hilfreich.
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Ein von der Arbeitsgruppe Dietzschold entwickelter neuer Rabies-Vakzinestamm
ist in dieser Hinsicht vielversprechend. Im Tiermodell istdieser Vakzinestamm als
PEP bei einmaliger Applikation und sogar nach Auftreten erster Symptome der RV-
Infektion wirksam. Es handelt sich dabei um einen attenuierten RV-Stamm, dessen
Genom 3 Kopien des Glykoproteins enthält. Aufgrund der dadurch vermehrten Gly-
koproteinexpression wird eine sehr viel stärkere Immunantwort ausgelöst [48]. Im
Tiermodell ist dieser Vakzinestamm nicht tödlich und sowohl zur Pre- als als auch
zur Postexpositionsprophylaxe einsetzbar. Der auf Infektionskrankheiten speziali-
sierte Pädiater Rodney E. Willoughby, MD am Medical College ofWisconsin in
Milwaukee, USA, sieht das große Potential dieser Vakzine, sofern für Menschen
einsetzbar, in der Präexpositionsprophylaxe. Dadurch könnte die Immunisierung
gegen Rabies in stark betroffenen Regionen wie Indien oder Afrika flächendeckend
eingesetzt werden [18].
Um die Verbreitung der Tollwut einzudämmen, müssen auch Tiere vakziniert
werden; so können bestehende Infektionsketten durchbrochen werden. Hierbei ha-
ben sich die Vakzinierung von wild lebenden Tieren durch Auslegen von Impf-
ködern, aber auch die gezielte Vakzinierung von Haustierenals wirksam erwiesen
[188]. Impfköder sind kostengünstig, ebenso die Präexposition prophylaxe, welche
vom RKI für gefährdete Personen wie Förster oder Tierärzte empfohlen wird.
Groß angelegte Impfaktionen, wenigstens für als Haustiereg haltene Hunde ha-
ben sich in Tunesien als durchführbar und sinnvoll erwiesen, wie eine 1999 ver-
öffentlichte Studie zeigte [162]. Abhängig vom Alter entwickelten 79-99% aller
vakzinierten Tiere hinreichend hohe Immunglobulin-Titerund damit einen ausrei-
chenden Schutz gegen die Infektion [162].
Auch die Weiterentwicklung von Vakzinen für Menschen sowiefür Haus- und
Wildtiere ist für die die Prophylaxe und Eindämmung neuer RV-Stämme wichtig.
Dazu sollten auch neue Erkenntnisse über den Einfluss der verschi denen Virus-
Komponenten auf das Pathogenitätsverhalten einbezogen werden. Impfstoffe, die
aus deaktivierten Rabies-Viren bestehen, können zwar effektiv zur Immunisierung
von Hunden eingesetzt werden, die Vakzinierung wild lebender Hunde ist damit
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aber nicht durchführbar. Vielversprechend sind auch modifizierte Adenoviren, wel-
che RV-G exprimieren und so als orale Wildtier-Vakzine Anwedung finden könn-
ten [104]. Dennoch bleibt die Gefahr für Menschen, die mit solchen Impfködern in
Kontakt kommen, bestehen [107,153].
Wichtig ist zudem die Aufklärung der Bevölkerung, besondersin Risikogebie-
ten wie Indien; denn dort suchen lediglich 60% der von Hundeng bissenen Men-
schen professionelle medizinische Hilfe. Dramatischerweise handelt es sich bei den
Bissopfern besonders oft um Kinder [19]. Allerdings sind nicht nur Menschen in
Entwicklungs- und Schwellenländern betroffen. Auch im US-Bundesstaat Georgia
wurden im Zeitraum zwischen 1986 und 1995 40 Fälle menschlicher Tollwutopfer
registriert. 93% davon waren auf Hundebisse zurückzuführen [75]. Aber auch Fle-
dermäuse gewinnen in den USA als Vektoren an Bedeutung [115] (vgl. Abschnitt
2.1.3, „cryptic rabies“). Anhand von Fallberichten ist anzu ehmen, dass die Be-
völkerung auch in den USA über die Gefahr von Fledermausbissen und das ent-
sprechende Vorgehen nach einem Bissereignis unzureichend aufgeklärt ist [168].
Es sind deshalb weltweite Aufklärungsaktionen bezüglich der von Wildtieren aus-
gehenden Infektionsgefahr, der Übertragungswege und der Wichtigkeit der Postex-
positionsprophylaxe vonnöten; als Voraussetzung dafür muss diese beinahe schon
vergesse Krankheit wieder ins öffentliche Bewusstsein gerückt werden [66].
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